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Résumé

Résumé

L’objectif de ce travail est la caractérisation des aptitudes technologiques de quatre souches
appartenant au genre Leuconostocs mésentéroides.

Aprés une revivification sur les deux milieux MRS et PCA lait a des températures
d’incubation de 30°C, les souches ont subi des tests technologiques tel que I’acidité dans le
lait écrémé , le pouvoir aromatisant, texturant et protéolytique ainsi que la production du
dextrane et enfin un antibiogramme a éte évalué sur six antibiotiques.

Les résultats de I’évaluation des aptitudes technologiques indiquent que I’ensemble des
souches ont un bon pouvoir acidifiant car apres six heures d’incubation a 30°c la valeur du pH
baisse jusqu'a 6.33 et I’acidité augmente a 23D°. Il apparait également que les souches ont un
pouvoir protéolytique et également un pouvoir texturant qui s’est traduit par la production de
dextrane. Cette production de dextrane divergent d’une souche a I’autre avec une meilleure
production par la souche 19 (0.099g). Aucune des souches testées n’a révélé un pouvoir
aromatisant. Enfin, les souches 11,17,19 ont montré une sensibilité vis a vis des antibiotiques

testés alors que la souche MNL a présenté une résistance envers tous les antibiotiques utilisés.

Mots clés :Leuconostoc mesenteroides, pouvoir acidifiant, protéolyse, dextrane.



Abstract

Abstract

The objective of this work is the characterization of technological properties of four strains of
the genus Leuconostocs mésentéroides.

After a revival on both media MRS and PCA milk at incubation temperatures of 30 ° C, the
strains have undergone technological tests such as acidity in the skimmed milk, flavoring,
texturing and proteolytic activity and dextran production. Finally, an antibiogram was
evaluated on six antibiotics.

The results of the evaluation of technological skills indicate that all strains have a good
acidifying power. Indeed, after six hours of incubation at 30 ° C, the pH value decreases to
6.33 and the acidity increases to reach 23D °. It also appears that the strains possess a
proteolytic and also a texturing power. This later resulted in adextranproduction which differs
from strain to strain with a better result recorded by the strain 19 (0.099¢g). None of the tested
strains revealed a flavoring power. Finally, 11, 17 and 19 strainsshowed a sensitivity to the
tested antibiotics, whereas, the MNL strain showed a resistance to all antibiotics.

Finally, these four Leuconostoc strains could be interesting for dairy industries.

Keywords:Leuconostoc mesenteroides, acidifying power, proteolysis, dextran.



INTRODUCTION

Introduction

Les bactéries lactiques sont généralement reconnues comme non toxiques et bénéfiques
pour la santé humaine. Elles possédent les atouts technologiques essentiels pour I’obtention
d’une texture des produits fermentés et transformés, comme les produits laitiers et les dérivés
de matieres premieres agricoles. Ainsi elles améliorent la qualité finale par la production des
composés aromatiques, aussi ont une autre capacité a fermenter les hydrates de carbone et de
dégrader les proteines et les lipides conduisant a la synthése d'une large gamme de composes,
tels que les acides organiques, les peptides, les composés antimicrobiens et les
exopolysaccharides (Mozzi et al, 2010).

Ces atouts se situent dans I’aptitude a I’acidification, a I’aromatisation, a la protéolyse,
encore ces dernieres jouent un role hygiénique important en abaissant le pH et en sécrétant une
variété de composés inhibiteurs qui empéchent le développement de bactéries indésirables
(Zarour et al ,2012).

Parmi les bactéries lactiques les plus utilisées en industrie laitiére, les bactéries
hétérofermentaires du genre Leuconostoc, qui produisent a partir du lactose de I’acide lactique,
de I’acétate ou I’éthanol et du dioxyde de carbone. Elles interviennent aussi, directement et
indirectement, dans la phase d’affinage et dans la qualité sanitaire des fromages. Certains
utilisateurs les emploient comme levain pour améliorer la qualité de leurs produits (beurre,
pates fraiches, fromages a pate persillée), vu qu’elles sont capables de se développer dans de

nombreux produits naturels simples d'origine végétale ou animale (Mozzi et al, 2010).

C’est dans cette optique que s’inscrit ce travail dont I’objectif est la caractérisation des
aptitudes technologiques de quatre souches autochtones appartenant au genre Leuconostoc
mesenteroides et ce a travers I’évaluation de leur aptitude a I’acidification, a I’aromatisation, a

la protéolyse et a la production de dextrane.




Chapitre 1 La flore lactique

La flore lactique :
1.1. Introduction :

Le lait de vache est un liquide de couleur blanc mat, opaque a cause des micelles de
caséinates mais il peut étre parfois jaunatre du fait de la béta caroténe. Son odeur est toujours
faible et variable en fonction de I’alimentation de la femelle productrice. Il a une saveur
douceatre, faiblement sucrée, en raison de sa richesse en lactose (Alais ., 1984). Il est encore
définie plus précisément selon le congrés international pour la répression des fraudes
alimentaires, tenu a Genéve en 1908, comme suit : « le lait est le produit intégral de la traite
totale et ininterrompue d’une femelle laitiere, bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il
doit étre recueilli proprement et ne doit pas contenir de colostrum ».

Les constituants de cet aliment varient en fonction des facteurs génétiques, zootechniques,
physiologiques et alimentaires et la composition globale du lait de vache est représentée dans
le tableau suivant :

Tableau n°01 : la composition globale du lait de vache (Vignola., 2002)

CONSTITUANTS QUANTITE (g/1)
Eau libre 842,625
Eau Eau liee 32,375
Glucides Lactose 46
Matiere grasse 37
Caséine 25
Protéines Protéines solubles 55

(globulines, albumines)

Substances azotées non 15

protéiques
Acide citrique 2
Acide 3,3
Sels minéraux phosphorique

Acide chlorhydrique 2,7

Vitamines, enzymes, gaz
Constituants mineurs | dissous, pigments, cellules

diverses
Traces
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1.2 Flore lactique du lait :

Le lait peut contenir de nombreuses espéces microbiennes. Pour certains
microorganismes c’est le meilleur milieu de culture, pour d'autres, il n'est qu'un véhicule. En
fonction de son origine, la microflore du lait se distingue en microflore indigéne ou originelle
et en microflore de contamination. La flore indigéne est I’ensemble des microorganismes
retrouves dans le lait a la sortie du pis. Ces germes sont principalement des microorganismes
mésophiles. Ce sont les bactéries representées essentiellement par les genres Micrococcus,
Lactobacillus, Streptococcus et Lactococcusainsi que les levures et les moisissures. Ces
derniers constituent également la flore technologique du lait.

La flore lactique est utilisée en industrie laitiére, sous forme de ferment ou levain afin de
fabriquer des produits laitiers fermentés. L’intérét technologique des bactéries lactiques réside
dans la production de l'acide lactique par la fermentation du lactose en faisant baisser le pH,
qui provoque une déstabilisation progressive de la dispersion micellaire, ce qui rend le lait
fragile aux traitements thermiques et peut entrainer sa coagulation, méme a température
ambiante. Lors de la fermentation, certaines bactéries lactiques produisent du gaz carbonique
ainsi que divers composés qui contribuent a I'aréme des produits laitiers. Par leur production
d'enzymes protéolytiques, ces derniers contribuent a I'affinage des fromages.

Les bactéries lactiques forment un groupe tres hétérogene. Elles ont en commun les
caracteres suivants :

» gram positive
> catalase négative
> micro aérophiles ou anaérobies facultatifs
» Généralement immobile
» fermentation des sucres
> non réduction des nitrates
> peu ou pas protéolytiques dans le lait

(Pilet et al., 1979)
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Parmi les bactéries lactiques ayant comme habitat le lait, nous avons le genre Streptococcus,

La flore lactique

Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Leuconostoc et Aerococcus(tableau 2).

Tableau n°2 : Classification des bactéries lactiques (DE Roissart et al., 1994).

FAMILLE

GENRE

PRINCIPALES ESPECES

Lactobacillacae

Lactobacillus

Lb.acidophilus, Lb.delbrueckii
Lb.plantarum, Lb.casei, Lb.sakei

Lb.brevis, Lb.fermentum

Streptococcaceae

Streptococcus

St.pyogenes
St.agalactiae

St. Dysgalactiae
St.bovis, St. equinus, St.

Lactococcus

Lc. Lactis
Lc. garviae,
Lc. plantarum,

Lc. Raffinolactis

Enterococcaceae

Enterococcus

E. faecalis

E. faecium

E. durans

E. hirae
E.gallinarum
E.casseliflavus
E.malodoratus

E. mundtii

Aerococcaceae

Aerococcus

Ac.viridans

Leuconostacae

Leuconostoc

Ln.mesenteroides
Ln pseudomesenteroides

Ln lactis
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1.3. Genre Lactobacillus :
Lactobacillus est le genre principal de la famille des Lactobacillaceae, Il s’agit de bacilles
longs et fins (parfois incurves) souvent groupés en chaines, immobiles, asporulés, catalase
négative, se développant & une température située entre 30 et 45°C et & un pH de 5,5. Leur
croissance s’arréte lorsque le pH avoisine 3,5 (Deroissart H et al., 1994). Les lactobacilles
ont des exigences nutritionnelles trés complexes en acides aminés, en vitamines, en acides
gras, en nucléotides, en glucides et en minéraux (Khalid et Marth, 1990 ; Leclerc et al,
1994). Ces dernieres fermentent le lactose et d’autres sucres pour produire I’acide lactique.
Elles appartiennent en effet aux ferments lactiques et a ce titre, elles interviennent en milieux
industriel (Vignola C.L., 2002). Les lactobacilles sont des hotes trés répandus et
géneralement utiles (Tamime, 2002 ; Guiraud et Rosec, 2004), on les trouve aussi dans le
tractus gastro-intestinal ou ils participent a I’équilibre de la flore intestinale (DE Roissart et
al., 1994).

1.4. Genre Streptococcus :
Ce sont des bactéries présentes dans le lait cru et les produits laitiers fermentés, en forme de
coques ayant pour principales caractéristiques d’étre Gram positif, catalase négatif ; elles sont
faiblement hémolytiques, mais jamais pathogénes, leur température de croissance minimale
est de 19-21°C et optimale est de 42-43°C , ordinairement elles sont tres résistantes au
chauffage a 60°C pendant 30 min et sont incapables de croitre en présence de 4% de Na Cl et
a pH 9,6. Streptococcus thermophilus est la seule espece d’intérét industriel et nutritionnel du
genre Streptococcus. En effet, ces cellules de forme ovoides, se groupant en longues chaines,
sont homofermentaires et produisent I’acide lactique. Il lui est reconnu le rdle d’agent
initiateur de I’acidification en laiterie industrielle. (Haddie, 1986 ; Pilet et al., 2005)

1.5. Genre Lactococcus :
Les lactocoques sont des coques a gram positifs, de 0,5 a 1 pm de diamétre. Ils présentent un
groupement typique en chainettes, immobiles, dépourvus de spores et rarement capsulés. Ils
sont aéro-anaerobie facultatifs, mésophiles, avec un optimum de croissance de 37°C. Les
lactocoques ne tolérent pas les milieux acides et salés, ils sont incapables de croitre a pH 9,6
et en présence de 6,5% de Na Cl (Simpson et al., 2004). En technologie laitiére, les
lactocoques jouent un role de « Bio-conservateur ». En effet, des germes comme Lactococcus
lactis et Lactococcus cremoris produisent respectivement la « nisine » et la «diplococcine »,
qui sont des bactériocines. Ces derniers inhibent la croissance des autres germes pouvant
avoir un effet néfaste sur la sécurité des produits. 1l leur est également reconnu le role d’agent
initiateur de I’acidification en laiterie. Ce rdle est reconnu a Lactococcus lactis pour le

caillage naturel (Greaume, 1975). Actuellement, le genre Lactococcus comprend cing
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especes, Lactococcus lactis est I’espéce la plus connue avec ses trois sous-especes : Lc.
lactisssp. lactis, Lc. lactisssp. cremoris et Lc. lactisssp. Hordniae (Pot et al, 1996 ; Pot,
2008).
1.6. Genre Enterococcus :
Les entérocoques sont des hdtes normaux du tractus intestinal des animaux & sang chaud.
Mais ils sont aussi présents sur les plantes et chez les insectes. Plusieurs espéces peuvent
avoir un caractére pathogene. lls se distinguent des autres bactéries lactiques en forme de
coque par la présence d’antigéne du groupe D et par leur aptitude a croitre a 10 et 45°C ; Ce
genre regroupe les streptocoques fécaux qui représentent une hémolyse de type A et . Ce sont
des commensaux de I’intestin. Le genre enterococcus peuvent étre mobiles, ils ont un
métabolisme homofermentaire généralement différencies par la fermentation de I’arabinose et
le sorbitol, et produit de I’acide lactique (Tamime, 2002 ; Ho et al, 2007).
1.7. Genre Aerococcus :
Aerococcus viridans et Aerococcus urinae sont les seules especes reconnues du genre
Aerococcus. En effet, Il est tres différent des autres genres du groupe lactique, car il se
présente sous forme de sphéres immobiles de 1 a 2um qui ont tendance a former des amas,
mais aussi des paires et des tétrades. 1l est homofermentaire, peu acidifiant, Gram-positif et
catalase négative ou faiblement positive, microaérophile (Deroissart et al., 1994)
1.8. Genre Leuconostoc :
Les bactéries du genre Leuconostoc sont hétérofermentaires. Leur forme est lenticulaires, ils
sont soit en paires ou en chainettes, mésophiles (Mouchet , 1962). Ce genre se caractérise
avec la production d’acide lactique (isomére D), de CO2, d’éthanol, hydrolyse de I’esculine,
et la formation de dextrane pour certaines espéces, la température de croissance de cette
bactérie est entre 25 et 30°c, et elle a une capacité a croitre a différents pH (Pilet et al., 1998
; Ho et al, 2007).
1.9. Autres genres :

La flore lactiqgue du lait n'est pas uniquement constituée de bactéries lactiques. On a
également des bifidobactéries qui sont des hotes normaux du tractus digestif des vertébrés leur
role fondamental dans les écosystemes digestifs justifie leur utilisation en technologie laitiére.

Enfin, nous avons les levures et les moisissures qui participent également a I’affinage des
fromages alors que d’autres entrent dans la fabrication de certains produits laitiers fermentés

tels que le Kéfir et le Koumis (Guiraud et al, 1980 ; Simpson et al 2003).
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2. Leuconostoc :

2.1 Découverte du genre Leuconostoc :

C’est en 1878 que le genre Leuconostoc a été défini par VAN THIEGHEM ; ce terme vient du
mot « leuco » qui veut dire blanc et « Nostoc » qui est une algue bleue mucilagineuse. C’est a
I’époque de I’examen microscopique, ou la morphologie était un critere prédominant de
I'identification, que les Leuconostoc sont apparus sous forme de chaines, d'aspect mucilagineux, non
pigmentés. C’est lors d’un accident apparus dans une usine de sucreries que les premieres souches
de Leuconostoc ont été isolées. Ces derniéres ont produit du dextrane en milieu saccharose, elles
étaient sous forme de cocci en chaines entourées d'une gaine bien distincte a Il'examen
microscopique; gaine qui rappelle celle des Nostocs (Lacroix et Millette, 2011).

En ce qui concerne le caractere hétérofermentaire des leuconostoc, c’est -a-dire leur capacité a
produire du CO; a partir du glucose, celui-ci a été mis en évidence en 1918 par Evens, ensuite il fut
confirmé par Huker en 1928 (Carr et al, 2002).

2.2.Caractéristiques générales et taxonomie :

2.2.1. Caractéristiques générales :

Les Leuconostocs sont des coques a Gram positif, mésophiles hétérofermentaires anaérobies
facultatifs, catalase négative, disposé par paire ou en chaines courtes, non mobiles, et non sporulés
(Garvie, 1986). Leur température de croissance se situe entre 20 et 30°C. Elles ne sont ni
hémolytiques ni pathogenes (Guiraud, 2003). Elles produisent de l'acide lactique qui I’'un des
principaux produits finaux de la fermentation du sucre, et dans beaucoup de cas, elles produisent du
dextrane a partir du saccharose (Lee et al, 2005).

Les principaux produits de leur métabolisme des hexoses sont le D (-) lactate, I’acétate ou
I’éthanol et le CO2. A partir du citrate du lait, du diacétyle et de I’acétoine sont formés. Leur
contenu guanine et cytosine (G+C) est de I’ordre de 37% a 45% (Devoyod et Poullain, 1988).

La sélection pour Leuconostoc est facilitée par l'utilisation de la vancomycine dans le milieu de
croissance, puisque toutes les especes de Leuconostoc sont intrinséquement résistantes a la

vancomycine (Ogier et al, 2008).
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Tableau n° 03: Les principales caractéristiques physiologiques et biochimiques de quelques

especes de Leuconostoc (Dellaglio et al, 1994).

Croissance dans/a : S S hydrolyse
=} % S
= o vl c @
S X % 8 e 3 = .2 S @ )
: ® |2 olololola 8 @ 5 2|8 & | =
Especes © ||| ol .g 2 E ® ©| 53 X | E =
= — 0| o | W ) c — ©| T & > o
2 S | ®| o | N @ S T o 2
Z | =z o o < L
Ln.lactis + | - |- -]+ - + D(-) - -
Ln. mesenteroides - S R + D(-) - -
ssp.cremoris
Ln. mesenteroides. £ | - |+ -]+ - + D(-) - +
ssp.dextranicum
Ln. mesenteroides. + | 2 |+ |+ 2] - + D(-) + - *
ssp.mesenteroides

+ : plus de 90% de reactions positives ; - moins de 10% de réactions positives ; + : réactions
positives faibles ou tardives
2.2.2. Taxonomie :

La découverte de nouvelles nouveaux genres tels que Oenococcus et Weissella a conduitles
chercheurs a effectuer des changements taxonomiques (Collins et al, 1993 ; Dicks et al, 1995).

Les nouveaux changements de nomenclature effectués démontrent que le genre Leuconostoc
comprend 12 espéces microbiennes :

L.mesenteroides (avec trois sous-especes : mesenteroides, dextranicum et cremoris), L.citreum,
L.carnosum, L.fallax, L.ficulneum, L.gasicomitatum, L. gelidum, L.inhae, L.kimchii, L.lactis et
L.pseudomesenteroides, L.palmae, L.holzapfelii (Euzéby, 2010).

2.3. Les principales classifications des Leuconostocs :

La premiere classification exhaustive du genre Leuconostoc est celle de HUCKER et
PEDERSON de 1931, qui ont étudié 80 souches d'origines trés diverses (sirop de sucre, légumes en
fermentation, y compris de choucroute, fenouils marinés, haricots verts, betteraves, blettes, produits
fermentés a base de tomates ainsi que de lait et de produits laitiers). lls ont classé le genre
Leuconostoc en trois groupes :

- Le groupe 1 : ne fermentant pas le saccharose: Leuconostoc citrovorus.

- Le groupe 2 : fermentant le saccharose et les pentoses: Leuconostoc mesenteroides.
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- Le groupe 3 : fermentant le saccharose mais non les pentoses : Leuconostoc dextranicus.
- Les groupes 2 et 3 sont des producteurs de dextrane.

En 1967, GARVIE isola du vin une nouvelle espéce de Leuconostoc qu'il dénomma L. oenos.
Cet auteur a classé les Leuconostocs en 6 espéces: L. mesenteroides, L. dextranicum, L.
paramesenteroides, L. lactis, L. cremoris et L. oenos (Garvie, 1974).

La séparation du genre Leuconostoc en six espéces distinctes n'était guére satisfaisante. Pour
cela il ya eu d’autres différentes classifications, la plus récente classification regroupe 13 espéeces:
L. mesenteroides, L. lactis, L. gelidum, L.carnosum, L. citreum, L.pseudomesenteroides, L.fallax, L.
argentinum, L.kimchii, L. gascomitatum, L.inhae, L.fructosum, et L. ficulnuem.

(Lee et al, 2005).

Leuconostoc.mesenteroides est la seule espece a posséder des sous-especes, au nombre de
trois actuellement : Leuconostoc .mesenteroide ssubsp cremoris, Leuconostoc mesenteroides subsp
dextranicum, Leuconostocmesenteroidessubspmesenteroides(Lee et al., 2005).

2.4.Habitat :

Les Leuconostoc sont naturellement presents sur les différents végétaux comme par exemple :
les choux, les olives, les concombres, et spécialement dans la betterave a sucre (Bnedimerad et al
., 2012). On les retrouve aussi dans le lait en particulier dans des laits fermentés et de nombreux
fromages fabriqués a partir de lait cru de vache, brebis ou celle de la chévre (Devoyod et Poullain,
1988).

Les espéces couramment trouvées dans le lait et les fromages fabriqués au lait cru sont les especes
L. mesenteroides, avec les sous-espéces dextranicum et mesenteroides, puis L. citreum
(Cibik et al., 2000).

Leuconostoc n'est géneralement pas considéré comme faisant partie de flore humaine bien que

des souches ont été isolées a partir de déchets humains, des échantillons vaginaux et des

échantillons de lait maternel (Hemme et Foucaud - Scheunmann, 2004).
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2.5.Métabolisme des Leuconostocs :
2.5.1. Fermentation des hexoses :

Les bacteéries lactiques ont la capacité de produire de I'acétaldéhyde et de I'éthanol a partir du
glucose (Lees et Jago, 1976). Il existe trois voies principales pour la synthése de I'acétaldéhyde a
partir du glucose: la voie d'Embden-Meyerhof, celle d'Etner Doudoroff et la voie des hexoses
mono-phosphates. Les Leuconostoc fermentent le glucose en utilisant la troisieme voie. Ils clivent
le xylose-5-phosphate en acétyl-phosphate et en glycéraldéhyde-3-phosphate par action de la
phosphocétolase (Goldberg et al., 1966).

Les Leuconostocs décarboxylent indirectement le pyruvate en acétaldéhyde car ils ne
possédent pas de pyruvate décarboxylase (Bekal et al, 2009). La réduction de l'acétate et de
l'acétaldéhyde est l'un des mecanismes principaux de la ré-oxydation de pyridine nucléotide
réduite chez L.mésenteroides (Galesloot, 1962). Cette derniére possede deux alcool-
déshydrogénases (Bekal et al, 2009 ).

L'acétate est le principal produit terminal du métabolisme des hexoses des souches de
Leuconostoc par voie oxydative (ITo et al., 1983). Selon Luceyet Condon (1986), les cultures aérées
de Leuconostocs croient rapidement et produisent plus de biomasse, aux dépens du glucose et
d'autres sucres, que les cultures non aérées. Ces dernieres ne produisent que peu ou pas
d'acétate.

2.5.2. Fermentation des citrates :

La fermentation des citrates est un phénomenetres important puisqu'elle est en relation
étroite avec l'activité aromatique, les Leuconostocs utilisent le citrate afin de former le diacétyle et
d’autres composés comme |’acétate, I’acétoine, le 2-3 butane diol et CO2qui joue un rdle dans la
fabrication du fromage (Kempleret et Mckay, 1981).

2.5.3. Production de substances inhibitrices :
Les Leuconostocs ont un pouvoir inhibiteur, ils sont capables d’inhiber la croissance de certains
microorganismes pathogeénes tel que S.aureus(Haines, 1972).
2.5.4. Production de dextrane :
Le dextrane est un groupe de polysaccharides de haut poids moléculaire qui est synthétisé a partir
du saccharose et composée par des chaines d’unités de D-glucose (Shah Ali et al., 2005).
Il est produit par les especes de Leuconostoc, Streptococcus et Acetobacter. (Hucker et
Pederson, 1931) ont été les premiers a avoir rapporté la production de dextrane a partir du

saccharose par les Leuconostoc.
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En technologie laitiére, le dextrane comme les autres exopolysacchrides, est utilisé comme additif
alimentaire, comme gélifiant par I’augmentation de la viscosité et comme stabilisant a travers le
renforcement de rigidité du réseau de la caséine. En consequence, les EPS améliorent la stabilité du
produit, ils jouent un réle important dans la fabrication des laits fermentés, les cremes, dessert a
base du lait et du lait aromatisé (Hemme et Foucaud-Scheunemann, 2004).

2.6.R0le des Leuconostocs :

2.6.1. Lafermentation :

Les Leuconostocs constituent le troisieme groupe important de bactéries lactiques, grace a son
role essentiel dans plusieurs fermentations industrielles (Ogier et al., 2008) tels que les saucisses
fermentées, les Iégumes et les produits fermentées a base de céréales et les produits laitiers comme
le beurre, creme, lait frais ,fromages.

Ils sont également responsables de fermentation malolactique des vins, ils interviennent aussi dans
les ensilages (Ln mesenteroides), et les végétaux fermentées tel que les choucroutes, le cacao et le
café (Guiraud, 2003).

2.6.2. Formation des ouvertures dans les fromages :

Ces bactéries sont considérées comme des ingrédients technologiques essentiels dans la
formation des ouvertures dans le fromage bleu a pate persillée comme le Roquefort. Ces ouvertures,
dues a la production de CO2, facilitent le développement, la croissance et I’installation correcte de
Penicillium roqueforti (Devoyod et Poullain, 1988).

2.6.3. Amélioration de la texture et formation d’arome :

Leur réle dans la formation de l'arbme et la texture est essentiel. Les deux espéces Ln.
mesenteroides et Ln. lactis métabolisent le citrate et produisent des composés aromatiques qui
contribuent a la flaveur de fromage tel que diacétyle et I’acétoine (Vedamuthu, 1994).

2.6.4. Acidification :

La plupart des microorganismes tels que Leuconostocont la capacité de fermenter le lactose en
produisant une acidification qui entraine la coagulation de la caséine. Cette coagulation se produit a
partir d’un pH 4,6 (Guiraud ,2003).L’intérét industriel du Leuconostoc est sa capacité de produire
a partir des glucides de I’acide lactique du type (D), du CO2, de I’éthanol et parfois méme de
I’acétate (Garvie, 1986).

La présence de Leuconostoc stimule également la croissance des Lactococcus. Ces deux raisons
expliquent pourquoi on inclut les Leuconostoc dans les starters de fermentation pour la production
de beurre ou de fromages (Savadogo et Traore, 2011).Les Leuconostocs servent peu a acidifier,
mais sont complémentaires des lactocoques pour les caractéristiques sensorielles du produit laitier
fini (ouverture et flaveur) (Kihal et al., 2007).
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2.6.5. Gonflements du fromage :

Les Leuconostocs ont éte impliqués dans des défauts de gonflements précoces rencontrés dans
le fromage de Hollande (Galesloot, 1950), de Cheddar (Overcastet et Albrecht,1952), dans le
caillé de fromage de cottage (Sandine et al., 1959) ou de gonflements tardifs dans le fromage de
Saint- Nectaire (Didienne et Devoyod,1978)

Tableau 4 :Teneur en Leuconostoc de quelques fromages francais préts a étre consommes ;

fabriqueés a partir de lait cru (Fatichenti et al.,1979) :

Fromages Teneur en Leuconostoc au niveau du fromage
Charollais 108- 10°
Crottin de Chavignol 107-108
Reblochon 10°-10°
Pont-I'Evéque 108-10°
Cceur de Bray 108
Abbaye d'Entrames 107
Tamié 104
Livarot 108-10'
Cantal 107-108
Laguiole 10°-10’
Roquefort 10°-107

2.6.6. Elimination des défauts de gout :
Grace aux Leuconostoc, il est possible d’éliminer le défaut dit le « vert » ou « d’acre »
qu’on peut trouver généralement dans le beurre et les laits fermentée. Ce défaut est causé

par une surproduction d’acétaldéhyde par rapport au diacétyle (keenan et al., 1966).
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3- Dextrane :

3.1. Généralité:

La demande progressive des polymeres naturels pour diverses applications industrielles a
conduit a l'exploration des exopolysaccharides microbiens (EPS) au cours de ces dernieres
années. Parmi les EPS il ya le dextrane qui a acquis une reconnaissance dans le monde entier
en raison de sa biodegradabilité et biocompatibilité (Patel et al 2010; Aman et al 2012;
Varshosaz, 2012).

Le dextrane est un derivé du glucose, il a plusieurs utilisations dans le domaine médicale
ou il est utilisé dans le cadre des analyses sanguine, il permet de déterminer la concentration
de lipoprotéines dans le sang, il entre aussi dans la composition des larmes artificielles
utilisees pour traiter la sécheresse oculaire (pierrick hordé,2016).

3.2. Découverte du dextrane :

Le dextrane a été découvert par Louis Pasteur en 1861 comme un produit microbien dans le
vin. En 1874,Scheibler a confirmé que ce polysaccharide microbien est un dextrogyre a
rotation optique positive avec la formule empirique(C6H1006)n d’ou son nom de "dextrane."
Les roles physiologiques de ce dernier dans les bactérieshdte c’est la protection contre la
déshydratation, la pathogénicité, la formation de biofilm, et le quorum sensing..Le dextrane a
gagnéde I’importance en raison de ses applications dans les aliments, les produits
pharmaceutiques, biomatériaux, et chimie industrielle. Il est produit par des bactéries
lactiques.

Hehrea rapporté en 1941, la premiére synthése acellulaire dedextrane en utilisant le
saccharose comme substrat de ladextransuchrase (saccharose:1,6-a-D-glucane 6 -
aglucosyltransférase), cette enzyme est I’enzyme clé qui catalyse la synthese
du dextrane a partir du saccharose. Le poids moléculairedes dextranes, le type, le degré de
ramification, et la longueur des chaines ramifieesvarient généralement en fonction de la
souche utilisée mais également des conditions de culture.D’apres une enquéte ou les
chercheurs ont utilisées le dextrane dela souche96 et principalement des souches de
Leuconostoc mesenteroides,les résultats ont démontré que la quantité de liaisons o(1-

6)dans un dextranepeut varier de. 50% Das et al,. 2014).
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3.3. Source du dextrane :

Le dextrane est un produit qui existe naturellement en petites quantités dans les
aliments, tels que le sucre cristallisé raffiné, le sirop d’érable, le jus de choucroute et le
miel, il est aussi considéré comme une composante de la plaque dentaire, et est
synthétisé par les actions de I'enzyme bactérienne.

3.4. Structure du dextrane :

Le dextrane est un polysaccharide bactérien neutre. Cet exopolysaccharide
(polysaccharide excrété a I’extérieur de la paroi cellulaire de la bactérie) est majoritairement
commercialisé sous sa forme linéaire ou les unités glucosidiques sont reliées par des liaisons
chimiques en a-(1 — 6). Le dosage de ces liaisons chimiques par réaction d’oxydation a été

réalisé par Jeanes et al (Jeanes et al 1954).

Des liaisons chimiques et branchements ou ramifications existent en :
a-(1 — 2), a-(1 — 3) et a-(1 — 4) (Khalikova, et al 1985).Ces différentes ramifications du
dextrane dépendent de la souche bactérienne utilisée(Sidebotham1974). En général, les
especes de bactéries «gram positif» sont les plus connues pour former du
dextrane(Maina,et al 2008)en particulier, la bactérie Leuconostoc mésentéroides (souche
B512-F) est fréquemment utilisee pour la production commerciale des
dextranes(Sandford,et al 1983), notamment dans les secteurs pharmaceutique, cosmétique
et alimentaire(Slodki,et al 1986).La structure chimique du dextrane est représentée dans la

figureci dessous :

--t--O—CH,>
@)
OH B B
---0 --t-4--O—-CH>
OH o
— - n
o-1,6 OH
i OH ---
a_104 OH

Figure 01 : la structure chimique du dextrane ( Anne, 2005)




Chapitre 3 Géneralité sur le dextrane

3.5. Propriétés physico-chimiques dudextrane :

Le dextrane est un polysaccharide tres hydrophile. Tout comme de nombreux autres
polysaccharides, il est soluble dans I’eau et dans quelques solvants organiques polaires tels
gue le diméthyl sulfoxyde (DMSO), le formamide et I’éthylene glycol. La présence de
chlorure de lithium permet aussi de solubiliser le dextrane dans le N, N-Diméthyl
formamide (DMF) ou le N, N-Diméthyl acétamide (DMAC). Des études par diffusion de
rayons X ont démontré que le dextrane adopte en solution aqueuse et a faible concentration,
une conformation de type pelote statique (Hirata, et al 1999 ;2003).En dehors des
conditions extrémes de pH (pH < 2),la chaine macromoléculaire du dextrane peut étre
sensible a I’hydrolyse. Dans des conditions de pH basique et pour des tempeératures
supérieures a I’ambiante, la chaine macromoléculaire du dextrane est également sensible a

I’hydrolyse.
3.6. Les differentes applications du dextrane :

Le dextrane a été étudié en tant qu'ingrédient alimentaire depuis les années
1950. L’Agence Américaine des Produits Alimentaires et Médicamenteux « The US Food
and Drug Administration (USFDA) » rapporte que le dextrane peut étre utilisé comme additif
dans les applications alimentaires destinées a I’homme et également aux animaux. Il est
géneralement utilise comme gélifiant dans divers produits alimentaires (Leemhuis et
al.2013).

Les applications commerciales du dextrane des bactéries lactiques se trouvent généralement
dans I'industrie alimentaire et pharmaceutique.

Cependant ; le Dextrane a également plusieurs applications potentielles dans la fabrication
des photos films, chimie fine, cosmétique, du papier, du pétrole et des industries textiles
(Naessens et al.2005; Leemhuis et al.2013).1l est utilisé dans les produits alimentaires
suivants :

3.6.1. Boulangerie

L'incorporation du dextrane dans le pain suscite de l'intérét pour I'amélioration des
propriétés rhéologiques et de la qualité (Galle et al.2012; Wolter et al. 2014).

La connaissance croissante de levain fermentaire génere de nouvelles opportunités pour son
utilisation dans le domaine de la boulangerie. La production de dextrane In situ par Weissella
sp. Et Leuconostoc mesenteroides jouent un grand r6le dans I’amélioration de la texture, la
flaveur du pain mais également dans I’amélioration de son volume et de sa durée de
conservation (Katina et al.2009; Galle et al.2012).
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Afin de réussir dans cette application et obtenir de bons résultats il faut que le dextrane a
un poids moléculaire élevé et peu de liens ramifiés (Lacaze et al. 2007). La Commission
européenne a approuvé l'utilisation du dextrane dans les produits de boulangerie, a des
niveaux de 5%. L'addition de 2% de dextrane natif augmente I'absorption d’eau dans la pate a
la farine d'environ 12%. Cependant, la formation du dextrane dans le levain a été rapportée
comme étant plus efficace que I'addition externe (Brandt et al.2003).Les dextranes de haut
poids moléculaire de (1-2) x 10 ® Da ont été approuvés par I'Union européenne comme
ingrédients alimentaires dans les produits de boulangerie (Naessens et al.2005).La masse
moléculaire requise a été rapportée comme étant de 2 x 10° a environ 4 x 10 °® Da (Katina et
al.2009).

3.6.2. Confiseries:

Le dextrane est utilisée pour conserver la saveur, la viscosité, I'humidité, I'inhibition de la
cristallisation du sucre, et comme agent gélifiant dans la gomme et gelée de bonbons en
confiseries (Maina et al.2011).11 est également utilisé dans des boissons non alcoolisées, les
boissons lactées et le givrage.

3.6.3. Glace

Il est également utilisé en tant que cryoprotecteur dans la créme glacée (Naessens et
al.2005). Il est fade, inodore, insipide et non toxique, il a de nombreux avantages par rapport a
d'autres stabilisants. Le mélange de créme glacée contenant 2 a 4% de dextrane confere des
propriétés bénéfiques de viscosité (Bhavani et Nisha 2010).

3.6.4. Produits laitiers fermentés

La texture du yaourt peut étre modifiée par la production in situ d'EPS (Cernin 1995;

Tamime et Robinson, 1999). Les exo-polysaccharides produits par les bactéries lactiques, en
particulier le dextrane, affecte positivement les propriétés rhéologiques du lait acidifié en
améliorant sa viscosité, son onctuosité et en réduisant sa synérese en raison de sa capacité de
rétention d'eau (Mende et al. 2013)et de ce fait, ils peuvent remplacer les texturants utilisés
dans le commerce comme : lexanthane, la carraghenine, la pectine, la gomme de guar, et lep-
glucane.

3.6.5. Fromage

Le dextrane est un bon candidat pour la fabrication du fromage allégé pour plusieurs
raisons vu qu’il a la capacité de lier I'eau et d'augmenter I'numidité de la masse non grasse
ainsi il élimine les différents défauts de texture dans le fromage qui sont causé par la
réduction de la graisse ou bien parfois par la forte teneur en caséine qui donne un corps
caoutchouteux (Awad et al.2005).
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3.6.6. Les pré-biotiques

Au cours des dernieres années, l'utilisation de pré biotique dans les aliments
fonctionnels a augmenté afin de moduler la composition du microbiote colique pour fournir
des prestations de santé a I'hdte (Saad et al.2013).Les aliments contenant des pré-biotiques
ont un réle de protection contre le risque de plusieurs maladies comme le cancer de l'intestin,
la maladie inflammatoire de l'intestin, de la diarrhée, les maladies coronariennes, I'obésité,
I'ostéoporose, la cholestérolémie et le diabete de type 2. Les liaisons o - (1 =6) sont connues
pour étre résistants a I'nydrolyse par les enzymes intestinales humaines, ce qui conduit a la
digestion lente de dextrane chez I'nomme. Par ailleurs, les liaisons a- (1->2) sont également
tres résistantes a l'attaque des enzymes digestives (Remaud-Simeon et al., 2000).Les
oligosaccharides dérives de dextrane ont également été rapportés pour augmenter la fraction
des espéces de bifidobacterium dans un modele in vitro du processus de fermentation dans le
cblon humain présentant une activité pré-biotique (Olano-Martin et al 2000).

Un dextrane de faible poids moléculaire contenant la liaison a- (1->2) ramifiés a
également été signalé a agir comme pré-biotique avec effet sélectif sur le microbiote intestinal
(Sarbini et al 2013).Ce dernier induit la croissance des bactéries bénefiques telles que
Bifidobacterium et Lactobacillusssp. ; Récemment des dextranes de Weissellacibaria JAGS8
(Rao et al 2014) et Lactobacillusplantarum DM5 (Das et al., 2014) ont montréun potentiel
prébiotiqueprometteur et la stimulation sélective de probiotiques.

3.6.7. Application cliniques:

Les dextranes de masses molaires inférieures a 7000 g/mol sont éliminés de I’organisme
par le systeme de filtration rénale (Wondraczek et al., 2008). Par ailleurs, quelle que soit
sa masse molaire, le dextrane est enticrement dégradé en glucose par la dextranase (o-1
glucosidase). Cette enzyme est présente dans les organes du systeme des phagocytes
mononuclées (foie, rate et du rein) (Tsuchiya, et al., 1952). Le glucose est lui-méme
totalement hydrolysé en CO2 et en H20. Le dextrane est totalement biocompatible,
faiblement antigénique, biodégradable et bioéliminable. Toutes ces qualités permettent

d’utiliser le dextrane pour des applications in vivo.

3.7. Modification chimique du dextrane :
Le dextrane possede trois fonctions hydroxyle qui peuvent étre modifiées chimiquement
par divers groupements hydrophobes ou hydrophiles selon les propriétés souhaitées. Les

premiers dérivés hydrophobes du dextrane ont eté préparés par estérification partielle des
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groupements hydroxyle avec I’acide benzoique et ont été utilisés pour des extractions par

partage de phases impliquant des systemes diphasiques aqueux (Lu et al., 1995).

Zhang et. Al (1998) montrent que les esters de dextrane modifiés par I’acide butyrique sont
solubles dans I’eau jusqu’a un degré de substitution de 0,5 et les esters de dextrane modifiés
par I’acide hexanoique sont solubles jusqu’a un degré de substitution de 0,26. Les
groupements éthyle (0,81) et butyle (0,69) carbonate révelent une tendance identique aux

composés précédents mais avec des DS plus élevés.
3.8. Effets secondaires du Dextrane :

Dextranes ont acquis le statut GRAS de la FDA, qui a été renouvelé en 2013. Toutefois,
plusieurs effets secondaires sont également été associes a ce polymere. 1l est impliqué dans le
processus de la carie dentaire. Une bactérie pathogéne du genre Streptococcus qui produisent
du dextrane insoluble, qui favorise I'adhésion des bactéries sur les dents et provoque la
formation de la plaque dentaire. Le dextrane ingéré par voie orale se transforme rapidement
en glucose, et donc, il est nocif pour les patients diabétiques. Le gonflement ou effet
osmotique de dextrane est également associée a une insuffisance rénale aigué chez ces
patients. 1l a également été rapporté que le dextrane de poids moléculaire élevé induit des

anticorps anti-dextrane, conduisant a des réactions anaphylactiques chez certains patients.

La production de dextrane a été reconnue comme une nuisance a l'industrie du sucre
depuis des décennies. Puisque sa formation crée des problémes dans l'usine de sucre parce
qu’il conduit a une baisse recupération de sucre, se traduisant par une perte économique,
encore il augmente la viscosité du jus, qui conduit a une mauvaise clarification. En outre, le
dextrane a un impact significatif sur le marché en ayant une action sur le produit final
transformé. En effet, dans certains cas, la formation de dextrane peut étre responsable de la

détérioration des aliments notamment des produits de salaison.
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Lieu de travail :

Ce travail a éeté effectué au Laboratoire de Sciences et Technique de Production Animales
de la faculté des sciences et SNV de I’université Abdelhamid Ibn Badis, situé a Hassi
Mameche de la wilaya de Mostaganem.

Objectif du travail :

L’ objectif de cette étude est la caractérisation des aptitudes technologique de souches
appartenant au genre Leuconostoc.

4.1. Origine des bactéries utilisees :

Quatre souches des bactéries lactiques appartenant au genre Leuconostoc ont été étudiées.
L’origine, le nom et le code de ces souches sont regroupés dans le tableau suivant :

Tableau n° 05 : origine de souches utilisées

Souche Genre / espece Code Origine
01 L.mesonteroides ssp. mesenteroides 17
02 L.mesonteroides ssp. mesenteroides 19 Lait de vache
03 L. mesonteroide sssp. Dextranicum 11
04 L.mesonteroide sssp. Dextranicum MNL Lait de chévre

4.2. Revivification :
A partir des souches conservées en cryotubes a -18°C, une souche est pris a I’aide d’une
ance de platine et mise sur le milieu PCA lait gelosé en réalisant des stries. Le méme travail

a eté realise sur milieu MRS gélose, I’incubation des boites s’est faite a 30°c pendant 24h.
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4.3. Etude morphologique des isolats :

4.3.1. Observation macroscopique :
Cette étude nous a permis de noter le diamétre des souches, la couleur, la taille, le contour,
la texture et I’opacité.
4.3.2. Test catalase :

Le but de ce test est de différencier les bactéries lactiques qui sont catalase négative, des
entérobactéries qui sont catalase positive, la réaction positive se traduit par un dégagement
immediat de bulles de gaz (Guiraud, 2003).

La réalisation de ce test se fait comme suite :
A I’aide d’une ance de platine stérile, une colonie suspecte a été posée dans une goutte d’eau
oxyginée 10V sur une lame stérile ; le dégagement de bulles de gaz indique la présence de la
catalase. La catalase permet la décomposition de I'eau oxygénée selon la réaction :

H202 » H,O+1/2 O3

4.4. Observation microscopique :

L'étude microscopique des colonies est realisee par |‘intermédiaire de la coloration de
Gram, qui a permis d‘examiner la forme, le mode d‘association et de différencier les
bactéries a Gram positif de celle a Gram négatif (Larpent et al ., 1990) .

La coloration de Gram a été effectuée selon le protocole décrit en annexe 03.

4.5. Etude de quelques aptitudes technologiques :

4.5.1. Pouvoir acidifiant :

C’est un caractére technologique essentiel des bactéries lactiques car leur aptitude a
I“‘acidification du lait dépend de I‘aptitude a la fermentation du lactose et de la résistance a
I‘acide développé dans le lait écrémé stérile. La mesure de l‘activité acidifiante consiste a
suivre d‘une part I‘évolution du pH des différentes cultures en fonction du temps et d‘autre
part a doser simultanément |*acidité totale par la soude Dornic (Larpent, 1997).

L‘acide lactique produit par les souches isolées est mesuré a l‘aide d*un pH métre puis titré
par le NaOH1/9 N en présence d‘un indicateur de pH (la phénolphtaléine 1%).

Cette acidité est exprimée en degré Dornic (D°). Un degré Dornic correspond a I*acidite
apporté par 0,1g d“acide lactique dans un litre de lait.

Chaque souche est ensemencée dans un flacon a 100 ml de lait écrémé stérile puis incubés a
30°C pendant 24h.

La quantité d‘acide lactique est calculée aux temps:0 h, 1h, 2h, 4h, 6h, 24h, et 48h
(Larpent, 1997).
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L“acidité est déterminée par la formule : Acidité (°D) =V NaOH x 10 :
- VNaOH : Volume de NaOH utilisé pour titrer 1‘acide lactique contenu dans les 10ml
de lait.
4.5.2. Pouvoir texturant :

Le test est effectué sur milieu solide MSE (Mayeux et al., 1962). L‘ensemencement des
isolats se fait par la méthode de strie, et incubées a 30°C pendant 24h a48h. la production des
exo-polysaccharides se manifeste par I’apparition de colonies larges et gluantes (Leveau et al,
1991).

4.5.3. Pouvoir aromatisant :

Les bactéries lactiques ont la capacité de produire des composés aromatisants au cours de
leurs fermentations. Afin de réaliser ce test, 10 ml de lait écreme stérile sont mises dans un
tube ensuite et ensemencés avec une colonie et incubée a 30°c pendant 24h. Apres
coagulation du lait, les réactifs de Vogues-Proskaeur VPI et VVPII on était ajouté. La présence
d’arbme est révelée par I’apparition d'un anneau rouge (Bourgeois et Leveau, 1991).

4.5.4. Pouvoir protéolytique:

L’activité protéolytique des bactéries est mise en évidence et comparée sur le milieu gélosé
PCA additionnée de lait écrémé a 10% et autre a 20%. Des cultures jeunes ont été
ensemencées en touches a l‘aide d‘une anse de platine. Aprés incubation & 30°C pendant24 h,
la protéolyse est révélée par des zones claires (Thivierge 1999).

4.5.5. Production de dextrane

Ce test a été realise comme suite : pour chaque souche, 10 ml du bouillon MRS modifie a
été inoculé par la culture a tester. Aprés une incubation de 24h, la culture a été ajoutée a 90ml
de MRSm et incubée pendant 20h ensuite centrifugée a 12.000 tour pendant 20 min.

A un volume de surnageant, deux volume de I’éthanol ont été ajouté, le tout a été incube
pendant une nuit au réfrigérateur.

Les culots ont été récupérés par centrifugation a 12.000 tours pendant 15min et resuspendus
dans de I’eau distillée. Cette étape a été répétée trois fois dans le but d’éliminer les sucres.

Le mélange précipité-eau a été filtré sur un du papier filtre et le culot est récupéré a I’aide

d’une micropipette et recueillis dans un verre de montre.
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4.6. Reésistance aux antibiotiques :

Ce test consiste a étudier la résistance des souches aux antibiotiques. Ce dernier est effectué
en stries serrées sur milieu solide Mueller Hinton a I’aide d’un écouvillon imbibé dans une
culture jeune (agée de 18h). Les boites ont été laissees sécher a une température ambiante
Chaque boite recoit six disques d'antibiotiques : Ceftuofur, Tobramycine, Tetracycline,
Marbofloxacycline, Nalidixic, Sulfametoxase. Aprés incubation a 30°C pendant 24h, les

diametres des zones d’inhibition ont été mesurés (Leroy et al., 2007).
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5.1. Etude morphologique des isolats :

5.1.1. Aspect macroscopique :

Sur les milieux MRS et PCA lait solide, les souches apparaissent comme des petites colonies

brillante d’environ Imm de diamétre, de forme lenticulaire d’un contour régulier et de couleur
blanchétre.

Figure n°02 : Des colonies de la souche 19
sur milieu MRS

Figure n°03 : Des colonies de la souche 19

sur milieu PCA lait
5.2. Aspect microscopique :

L'étude microscopique est basée sur la coloration de Gram qui a confirmé que les
colonies sont Gram positif, apparaissant toutes sous forme cocci avec différents modes

d‘associations : diplocoques (17 et MNL), monocoque(l9) ou en chainette (I1) (figure 4,
tableau 6).
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17 11

MNL

Figure n° 04: observation microscopique des souches 17, 11, MNL, 19 grossissement (x 100)

apres une coloration de Gram.
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Tableau n°06 : observation macroscopique et microscopique des souches
tests Milieu de Observation Observation
Origine | revivification | catalase | Gram | mobilité | macroscopique | microscopique
souch
11 Raib | MRS | PCA Petite colonies coccli
lait - + - brillantes Diplocoque
17 Raib | MRS | PCA Petite colonies coccli
lait - + - brillantes Chainette
19 Raib | MRS | PCA Petite colonies cocci
lait - + - brillantes Monocoque
MNL Lait | MRS | PCA Petite colonies coccli
lait - + - brillantes Diplocoque

5.3. Aptitudes technologiques :
5.3.1. Pouvoir acidifiant :
Les figures 5, 6, 7 et 8 illustrent le pouvoir acidifiant des quatre souches étudiées.

Cinétique d’acidification et
de pH de la souche 11

Cinétique d’acidification
et de pH de la souche |7

7 60 7 60
6 50 6 50
> w0 ° 40
4 4

30 30
3 3

20 20
2 2
1 10 4 10
0 0 0 0

Oh 1h 2h 4h 6h 24h 48h Oh 1h 2h 4h 6h 24h 48h

«=@==ph e=@==D e=@==ph  e=@==D

Figure n° 05: cinétique d’acidification et Figure n°06: cinétique d’acidification

de pH de la souche 11 et de pH de la souche 17
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Cinétique d’acidification et Cenetique d’acidification et
de pH de la souche 19 de pH de la souche MINL
7 60 7 60
6 so 6 50
5 5
40 40
4 4
30 30
3 3
20 20
2 2
1 104 10
0 0 0 0
Oh 1h 2h 4h 6h 24h 48h Oh 1h 2h 4h  6h 24h 48h
—=@—ph =@=D —=@—ph =@=D
Figure n°07 : cinétique d’acidification et Figure n°08 : cinétique d’acidification
de pH de la souche 19 et de pH de la souche MNL

D’apres ces resultats, nous remarquons que les quatre souches presentent une production
progressive en acide lactique. Cette derniére est accompagnée d’un abaissement du pH du
milieu (Kihal et al .,2006).

Entre 0 et 6 h d’incubation les valeurs de pH ne varient pas trop et se trouvent situées entre :
6.33 et 6.63, de méme I’acidité est situé entre 18D° et 22.5D°

Aprés 6 h d’incubation, les valeurs de pH diminuent pour atteindre un pH5.34 et pH : 6.35
et I’acidité augmente et se localise entre : 22.5 D° et 59D°.

En effet, aprés 48h d’incubation I’acidité dornique a atteint entre : 65D° et 61D° chez les
souches 17 et 19 respectivement alors qu’elle n’atteint que 59D° et 55D° pour les deux autres
souches et les valeurs de pH s’abaissent entre 4.98 et 4.73 chez les souches 17 et 19 et un pH
de : 5.12 et 5.01 pour les deux autres.

La cinétique d’acidification a dévoilé que les souches 11 et MNL étaient moins

acidifiantes par rapport aux deux autres souches
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5.3.2. Pouvoir texturant :
La production de dextrane a été remarquée pour les quatre souches présentant des résultats
positifs sur la gélose hypersaccharosée (MSE), en formant des colonies a aspect plus ou moins

gluant. Ce résultat est confirmé ultérieurement par I’estimation de la production de dextrane.

Figure n° 09: la production de dextrane sur milieu MSE

La production des EPS par les bactéries lactiques est un phénomeéne favorable a de
nombreux processus industriels alimentaires (Walling et al ., 2001). Le principal intérét de
I'utilisation de bactéries lactiques productrices d'EPS lors de la production de laits fermentés
est I'amélioration de la texture et la diminution de la synérése.

5.3.3. Pouvoir aromatisant :

La production de composés d’ardmes est une fonctionnalité technologique importante lors de
I’élaboration des produits laitiers fermentés (Leroy et DeVuyst ., 2004).D’aprés la figure
n°10, il apparait que les quatre souches ne produisent pas d’ardmes, vu I’absence d’anneau
rouge. Selon Raynaud et al (2003), les quatre souches ne sont pas capables de synthétiser a
partir du pyruvate divers composé responsables des ardmes des produits laitiers : diacétyle,

acétoine, 2,3-butanediol et o- acétolactate.
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Figure n°10 : absence de pouvoir aromatisant
5.3.4. Pouvoir protéolytique:
Les résultats obtenus lors de la réalisation de ce test sont résumes dans le tableau n°7. Il
en ressort du tableau que toutes les souches étudiées présentent une croissance avec une
activité protéolytique traduite par I’apparition d’un halo clair.

Figure n°11 : Activité protéolytique sur milieu PCA lait :
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Tableau n°07 : Diametre de la protéolyse.

12 mm 14mm
13 mm 17mm
15mm 16mm
10mm 11mm

Il apparait clairement que la souche 19 est fortement protéolytique comparativement aux
autres souches avec un diametre de 15 mm dans 1% et 16 mm de diamétre dans 2%, suivi de
la souche 17 avec une zones de 13 mm dans 1% et 17 mm dans 2%. Les diametres de
protéolyse ont atteint pour la souche 11 12 mm et 14 mm respectivement sur PCA lait a 1% et
2%, et enfin MNL, jugée la moins protéolytique en raison des diameétres relativement
diminués comparés aux autres souches testées (10mm et 11 mm respectivement sur PCA lait a
1% et 2%).

Selon Vuillemard (1986), la souche est dite protéolytique si elle présente une zone de
lyse de diamétre compris entre 5 et 16 mm. Par comparaison a cette donnée, nos souches sont
révélées protéolytiques dont les diametres des zones de protéolyse étaient compris entre 10 et
16mm.

L’activité protéolytique des bactéries lactiques est essentielle pour leur croissance dans le
lait ainsi que pour le développement des propriétés organoleptiques des différents produits
laitiers (Savoy et Hébert, 2001 ; Hassaine et al., 2007).
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5.3.5. Production du dextrane :
Les résultats sont illustrés dans le tableau ci-dessous.

Tableau n°08 : Production du dextrane

4.06 4.36 4.33 4.26
0.05 0.01 0.099 0.005

D’aprés le tableau on remarque que le poids du dextrane differe d’une souche a une autre.
Le poids le plus élevé est celui de la souche 19 (0.099¢), suivi par la souche 11 avec un poids
de 0.05 g. Les souches 17 et MNL ont produit le moins de dextrane (respectivement 0.01g et
0.005g).

Cette variation de chiffres revient probablement a la capacité enzymatique des souches
dans la production du dextrane. A ce propos, Zedan et al (1983) ont rapporté que la
fermentation de saccharose pour la formation de dextrane est réalisée par la dextransucrase
dont la production est en continu et suit la multiplication des bactéries.

5.3.6. Résistance aux antibiotiques :

Les résultats de la réesistance et la sensibilité des souches aux antibiotiques sont groupés
dans le tableau n°09. Les souches présentant un diamétre de zone d’inhibition supérieur a
15mm sont considérées comme sensibles.

Tableau n°09 : Résultat d’antibiogrammes

S S S S R S
S S S S R S
S S S S R S
S R R R R R

S : Sensible ; R : Résistante(CEF : Ceftufure ; TOB : Tobramycine ; TET : Tétracyclyne ;
MAR : Marbofloxacine ; NAL : Nalidixic ; SUL : Sulfametoxase).
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Plusieurs études ont montreé la résistance naturelle d’une gamme importante de bactéries
lactiques aux antibiotiques (Botes et al., 2008). D’aprés les résultats du tableau on remarque
la résistance des trois souches 19, 17, 11 a I’antibiotique Nalidixic mais sont sensibles aux
autres par contre la souche MNL est vraiment résistante a tous les antibiotiques sauf a la
Ceftufure.

Selon Hemme et al 2004 , cette résistance est généralement une caractéristique
intrinséque, elle est liée a la présence des pentapeptides avec D-lactate lié au C-terminal a la
place de D-alanine dans la composition de peptidoglycane ce qui empéchent la pénétration de
I’antibiotique et par conséquent la lyse cellulaire.

Figure n°12 : résultat des six ATB de la souche 17
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Conclusion :

Au terme de cette étude ayant pour objectif I’étude des aptitudes technologiques de
quatre souches appartenant au genre Leuconostocmesonteroides ssp. Mesenteroides (17, 19) et
Leuconostocmesonteroides ssp. dextranicum (11, MNL), il en ressort que ces souches
présentent des caractéres technologiques trés importants pour I’industrie laitiéres. En effet,
leur pouvoir acidifiant et protéolytique serait fort intéressant pour I’industrie fromageére en
particulier. Leur capacité a produire le dextraneouvre une perspective de son utilisation dans
différents domaine de I’industrie.

L antibiogramme des souches a permis de conclure qu’elles présentent une sensibilité vers les
six antibiotiques étudiés.

Enfin, les souches étudiées, en particulier les souches 17 et 19, isolées a partir du Raib
de lait de vache, présentent un potentiel technologique non négligeable pour I’industrie
laitiére algérienne.

En perspectives, il serait estimable :
= D’étudier des cinétiques d’interaction entre les souches de Leuconostoc étudiées avec
d’autres bactéries lactiques ;
= De mieux caractériser les activités enzymatiques de ces souches bactériennes
= D’effectuer d’autre antibiogramme afin d’évaluer leur résistance ou sensibilité a

d’autres antibiotiques.
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ANNEXES

Annexe 01 :

Composition des milieux de culture :
Milieu MRS : (pH=6.5) :

Extrait de levure 59
Extrait de viande 10g
Glucose 20g
Peptone 10g
Phosphate dipotassique 29
Acétate de sodium 5¢
Citrate d’amonium 29
Sulfate de magnesium, 7H20 0.29
Sulfate de manganése, 4H,0 0.5g
Tween 80 Iml
Eau distillée 1000 ml
Pour obtenir un milieu solide on ajoute I’agar-agar 15¢

Stérilisation par autoclavage a 120°c pendant 15 min (De Man, Rogosa& sharp,1960)
Milieu MSE : (pH=16.9) :

Extrait de levure 5¢
Gelatine 2.5¢
Tryptone 109
Glucose 5¢
Sacharose 100g
Citrate de sodium 759
Azide de sodium 0.075¢g
Eau distillée 1000 ml
L’agar-agar 159

Stérilisation par autoclavage a 120°c pendant 15 min (MayeauSandine&Elliker 1962)




Milieu PCA lait : (pH=7.0) :
Tryptone

Glucose

Extrait de levure

Poudre de lait

Eau distillée

L’agar-agar

Stérilisation par autoclavage a 120°c pendant 15 min .

Milieu Mueller-Hinton : (pH=7.4) :
Peptone de caseine

Viande de bceuf

Amidon de mais

Eau distillée

L’agar-agar

ANNEXES

59

1g

2.59

19

1000 ml
159

17.59
59

1.59
1000 ml
179

Stérilisation par autoclavage a 120°c pendant 15 min (Mueller et Hinton,1941)

Milieu MRS modifié : (pH=6.5) :
Extrait de levure

Chlorure de calcium

Chlorure de manganése

Sacharose

Phosphate dipotassique

peptone

NaCl

Eau distillée

Stérilisation par autoclavage a 120°c pendant 15 min .

59
0.05¢g
0.02g

1509
159

59

0.01g
1000 ml




Na OH : (N/9) :
Na OH
Eau distillée

Violet de gentiane (0.1%) :

Violet de Gentiane
Ethanol (95%)
Phénol cristallisé

Eau distillée

Phénol phtaléine (1%) :
Phénol phtaléine

alcool éthylique a 95°

Annexe 02:

Réactifs :

ANNEXES

4.44g
1000 ml

1g
100ml
29
1000ml

19
100ml




ANNEXES

Annexe 03:

Coloration de Gram (Singleton,1999)

= Déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame bien propre

= Prélever un échantillon de colonie et mélanger avec la goutte d’eau, et sécher par
passage rapide sur la flamme d’un bec benzéne

= Couvrir le frottis par du cristal violet pendant 60 secondes

= Laver I’exces du colorant avec de I’eau distillée

= Couvrir de lugol pendant 30 secondes

= Laver a I’eau distillée pendant 5 secondes

= Rincer immédiatement le frottis avec le meélange alcool - acétone en inclinant la lame
et par goutte a goutte jusqu’a disparition compléte de la coloration violette

= Rincer avec I’eau distillée pendant 5 secondes

= Couvrir avec de la fuschine pendant 15 secondes

= Laver avec I’eau distillée pendant 10 secondes

= Déposer une goutte d’huile a immersion sur le frottis et observer au microscope a un
fort grossissement.

Les cellules Gram+ absorbent la couleur du cristal violet et demeurent violettes en apparence,

contrairement aux cellules Gram- qui apparaissent distinctement rosatres.




ANNEXES

Annexe 4 :

cinétique de I’acidification et de pH des quatre souches

Souches
11 17 19 MNL
Heure pH Acidité pH Acidité pH Acidité pH Acidité
Oh 6.63 18D° 6.63 18D° 6.63 18D° 6.63 18D°
1h 6.42 | 185D° | 6.43 19D° 6.41 18D° 6.43 18D°
2h 6.41 19D° 6.40 20D° 6.39 19D° 6.40 19D°
4h 6.39 22D° 6.38 21D° 6.38 22D° 6.39 20D°
6h 6.34 23D° 6.33 23D° 6.35 23D° 6.34 | 22.5D°
24h 5.34 28D° 5.34 58D° 5.36 59D° 551 | 54.5D°
48h 5.12 59D° 4.98 61D° 4.73 65D° 5.01 55D°
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