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Résumé

L’étude du pouvoir acidifiant des neufs souches appartenant au
genre Leuconostoc , ensemencé dans du lait écrémé reconstitué , a permis
de mesurer le pH et I’acide produit en °D toute les deux heures pendant
24h . Le suivi de la cinétique d’acidification de chaque souche a montré
gue les souches de Leuconostoc mesenteroides ssp (26 et 36) ont une
capacité acidifiante importante (soit une acidité > 23 °D) correspondant a
une DO et un taux d’UFC/mL a t=0h important, contrairement aux
especes : leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides (105),
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum (65), et Leuconostoc
lactis (CI1P102422)(soit une acidité < 23 °D). Mais les valeurs maximales
obtenus aprés 24 heures d’incubation a 30°C nous ont permis de
conclure que nos souches testées de leuconostoc sont en  général
faiblement acidifiantes, en effet le genre Leuconostoc en technologie
laitiere est utilisé pour son pouvoir aromatisant et pour la production du

CO; alors que la production d’acide est préconisé pour les Lactocoques.

Mots clés : pouvoir acidifiant, Leuconostoc, lait reconstitue, pH, acide



Abstract

The study of acidifying ability of nine strains belonging to the genus
Leuconostoc, inoculated in skim reconstituted milk, allowed us to
measure pH and the produced acid (in °D) every 2 hours for 24h.The
following of acidification Kkinetics for each strain has shown that
Leuconostoc mesenteroides spp (36 et 26). Have an important acidifying
ability (with acidity > 23°D) corresponding to important OD and
UFC/mL rate at t=0h, in contrast to leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides (105), Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum
(65) and Leuconostoc lactis (CIP102422) (with acidity < 23°D).
However, the maximal values obtained after 24 hours of incubation at
30°C allowed us to conclude that the tested strains of Leuconostoc are
generally weakly acidifying. in fact, the genus Leuconostoc is used in
dairy technologies for their flavoring ability and production of CO2,

while the production of acid is confined for Lactocoques.

Key words: acidifying ability, Leuconostoc, reconstituted milk, pH, acid.
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Introduction

Introduction

Les bactéries ont été utilisées pour la fermentation des aliments depuis plus de
4000 ans sans pour autant comprendre la base scientifique de leur utilisation. Ce n’est
qu’a la fin de 19°™ siécle, époque des grandes découvertes de la microbiologie, que
certains chercheurs ont pu isolé un streptocoque (Poullain, 1994). Pourtant, une étude
appuyé sur des données de paléontologie, des données moléculaires basees sur les
séquences des ADN ribosomiques et les séquences signatures de protéines
conservées, ainsi que sur certaines caractéristiques du métabolisme carboné de ces
bactéries montre que les bactéries lactiques seraient apparues sur terre il y a prés de 3
milliards d’années (Tailliez., 2001).

Les bactéries lactiques possedent les atouts technologiques essentiels pour
I’obtention d’une bioconversion optimale et d’une texture caractéristique des produits
fermentés et transformés, comme les produits laitiers, les dérivés de matieres
premiéres agricoles, les produits alcoolisés, les viandes, etc... Ces atouts se situent
dans P’aptitude a ’acidification, a I’aromatisation, a la protéolyse, ainsi les bactéries
lactiques jouent un réle hygiénique important en abaissant le pH et en sécrétant une
variété de composés inhibiteurs qui empéchent le développement de bactéries
indésirables ( Hugenholtz, 2002 ; Guessas, 2005 et Dortu, 2009 in : Zarour
2012). Le développement de I’industrie alimentaire, en particulier de I’industrie
laitiere, a permis de sélectionner de nouvelles souches a fort intérét technologique par
la connaissance de leur meétabolisme, de leur physiologie, et de leur propriétés
fonctionnelles.

Parmi les bactéries lactiques les plus utilisées en industrie laitiere, les bactéries
hétérofermentaires du genre Leuconostoc, qui produisent a partir du lactose de 1’acide
lactique, de ’acétate ou I’éthanol et du dioxyde de carbone.

L’objectif de cette étude est la caractérisation technologique de souches appartenant
au genre Leuconostoc, a savoir leur pouvoir acidifiant. Pour cela, on a structuré cette

étude de la fagon suivante :

v
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o Dans un premier temps, on a déterminé le taux des bactéries lactiques a t=0h
cultivées dans le lait reconstitue (Foster farms dairy dba Crystal creamery,
USA), par mesure de la densité optique et par dénombrement sur gélose
MRS.

o Puis, suivie du pouvoir acidifiant de neuf souches en réalisant la titration par
NaOH et en mesurant le pH dans un intervalle de temps régulier pendant 24h

)
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I. BACTERIES LACTIQUES

I.1. Définition

Les bactéries lactiques sont des cellules vivantes, procaryotes, gram-positives,
hétérotrophes et chimio organotrophes (De Roissart, 1986). Elles sont le plus souvent
immobiles, asporulées, catalase négative, oxydase négative. Elles poussent dans des conditions
d’anaérobiose mais peuvent étre aérotolérantes (Mayo et al.., 2010 in Zarour., 2012). Les
bactéries lactiques sont des cocci ou des batonnets (Bourjeois et Larpent, 1996). Le contenu en
GC de leur ADN varie de 33 a 54%, ce qui les classe parmi les bactéries a faible pourcentage de
GC (Muto et Osawa, 1987 in : Matamoros., 2008).

Ces bactéries lactiques encore appelées bactéries de 1’acide lactique sont caractérisées par
leur aptitude a fermenter les glucides en produisant de I’acide lactique (D(-), L(+) ou DL) tout en
utilisant les voies cataboliques d’Embden Meyerhof-Parnas (EMP), de Dickens-Horecker et
d’Etner Doudoroff ( Savadogo et Traore., 2011).

Les bactéries lactiques sont dites homofermentaires lorsqu’elles sont capable de former 95%
d’acide lactique; par contre elles sont hétérofermentaires lorsque d’autres composés comme
I’éthanol et le CO2 sont produits en méme temps (Fuller, 2001 in : Sumarsih et al. 2012)
(voire la figure 1). Elles ont des besoins complexes en facteurs de croissance : acides aminés,
peptides, bases puriques et pyrimidiques, des vitamines et des acides gras. C’est la raison qui

explique leur abondance dans le lait (Larpent, 1989 ; Novel, 1993 in : Bekhouche., 2006).

1.2. Habitat
Les bactéries lactiques ont pour habitat de nombreux milieux naturels. Elles colonisent de
nombreux produits alimentaires comme les produits laitiers, la viande, les végétaux et les
céréales, elles font partie de la flore intestinale et vaginale humaine et animal ( Dortu et al.,
2009 ; Mayo et al. , 2010 in Zarour et al., 2012) mais certaines espéces semblent s’adapter a un
environnement spécifique et ne sont guére trouvees ailleurs que dans leurs habitats naturels (De
Roissart, 1986 ).

-
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Les especes du genre Lactococcus sont isolées du lait ou des végétaux qui sont les
réservoirs naturels de la plupart de ses especes. L’espéce Lactococcus lactis subsp.lactis a été
isolée pour la premiere fois a partir du lait fermenté par Lister en 1873 et reconnue comme agent
primaire de I’acidification du lait caillé. (Bergey’s manual, 2009).

Parmi les especes du genre Streptococcus, Streptococcus thermophilus est isolée du lait
pasteurise, du materiel de laiterie et de levains artisanaux.

Les espéces du genre Leuconostoc sont isolées du lait, des produits laitiers, des fruits, des
légumes (en particulier la betterave), des végétaux en fermentation (comme la choucroute), des
produits de la panification et des solutions visqueuses de sucre dans les sucreries.

Les espéces du genre Pediococcus sont présentes surtout dans les végétaux en décomposition,
parfois dans les boissons alcoolisées, le lait, les différents fromages et les préparations culinaires
(Saucisse, anchois salés ou sauce de soja). (Bekhouche., 2006).

Les especes du genre Lactobacillus sont présentes dans plusieurs milieux différents : dans
le lait et les fromages (Lb.casei sibsp. casei, Lb. Plantarum, Lb. Curvatus et Lb.Brevis), dans les
laits fermentées (Lb.kefir, Lb.brevis et Lb.fermentum), dans les produits végétaux fermentés,
I’ensillage, le vin et les viandes fraiches ou fermentées (Lb. Brevis, Lb, curvatus, Lb. Buchneri et

Lb. San franscisco) (Desmaszeud, 1996).

1.3. Rdle des bactéries lactiques
1.3.1. Industrie alimentaire
Les bactéries lactiques interviennent dans I’industrie laitiére et dans la fermentation de
nombreux autres produits alimentaires : saumurage des légumes, boulangerie, fabrication du vin,
saurissage des poissons, des viandes et des salaisons, etc. Elles contribuent aussi a la texture, a la
saveur des aliments, et a la production de composés aromatiques (Labioui et al., 2005). Ces

fonctions sont assurées par leur :

-
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1.3.1.1. Activité acidifiante

Le catabolisme fermentaire des hexoses conduit chez les bactéries lactiques a un fort
abaissement du pH extracellulaire par la production en grande quantité d’acide lactique, ce qui est
recherché dans la production des produits alimentaires, en particulier des produits laitiers. D’ou
I’acidification du lait permet :

- Lacoagulation du lait, et ’augmentation de la synérése du caillé.

- La participation aux propriétés rhéologiques du produit final.

- La diminution du pH peut empécher la croissance des autres micro-organismes, en

particulier bactéries pathogenes (Huang et al, 2004 in : Sumarsih et al., 2012 ).
- La saveur, il est bien connu que des acides organiques sont considérés comme des

composés aromatiques (Imhof et Bosset, 1994 in : Bigret 1994).

1.3.1.2 Activités protéolytiques
Il existe chez la majorité des bactéries lactiques des protéases extracellulaires ou protéase
de paroi (Gilbert et al., 1996 ; Pederson et al.,1999 ; Fernandes-Espla MD et al., 2000 ;
Pastar et al., 2003 in : Mennet, 2009). Les LAB contiennent entre une dizaine et une vingtaine
de peptidases intracellulaires qui différent a la fois par leur spécificité de substrat et leur
mécanisme catalytique.
Outre I’impact sur la texture, I'action principale des enzymes impliquées dans le phénomene du

proteolytique conduit.

- A la libération des peptides et des acides aminés libres, les composes d'aréme de par eux-
mémes.
- A la formation de plusieurs familles de composés aromatiques volatiles via Iaction

enzymatique, en utilisant des acides aminés comme substrats.

-
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Les peptidases utilisent des peptides comme substrats et libérent des plus petits peptides et
acides aminées libres. Leur concentration dans le produit a été lié a lintensité de la saveur
(Bouton et al. 1994 in : Bigret 1994).

Dans une deuxiéme phase, les décarboxylases, désaminases et transaminases produisent des
aldéhydes, a-cetoacids, des alcools, des amines et des acides gras libres a partir des amino-acides
(Visser, 1993 ; Imhof et Bosset, 1994 in: Bigret 1994). Bien entendu, ces composes

aromatisants volatils sont d'une grande importance sur la saveur globale du produit final.

1.3.1.3. Activité lipolytique
L’activité lipolytique des bactéries lactiques est moins importante que leurs activités
protéolytiques. Il parait, au travers des publications scientifiques, que les connaissances sur
I’activité lipolytique des bactéries lactiques soient encore fragmentaires.
Néanmoins, les voies métaboliques liées a la lipolyse génerent des acides gras libres et des

précurseurs d'arémes qui entrent dans la saveur globale des produits alimentaires. (Bigret, 1994).

1.3.1.4. Production de bactériocines

Les traitements non-thermiques attirent l'intérét de l'industrie alimentaire due a leurs
possibilités d'assurer la qualité et la sireté de 1’aliment. Parmi eux, les bactériocines des bactéries
lactiques, telles que la nisine, et les enterocines, peuvent étre potentiellement utiles pour
I'industrie laitiére. (Sobrino-Lopez et Martin-Belloso, 2007).

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens sécrétés par les bactéries et leur
synthése s’effectue par voie ribosomique. Leur activité peut étre bactéricide ou bactériostatique.
Les bactéries lactiques, appartenant aux genres Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus,
Carnobacterium, Leuconostoc, Enterococcus, et Streptococcus, produisent de nombreuses
bactériocines et présentent un intérét pour I’application industriclle grace a leur innocuité
reconnue pour ’homme et par leur utilisation depuis tout temps dans 1’alimentation. (Calvez et

al., 2009).
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Parmi ces bactériocines, la nisine est sans doute la plus étudié en raison de sa découverte
plus ancienne et son utilisation dans le domaine agro-alimentaire (Delves-Broughton. 1990 in :
Calvez et al., 2009). La nisine a une action contre un certain nombre de bactéries & Gram positif
(Listeria, Clostridium, Staphylococcus et Mycobacterium) et Gram négatives.

L’effet des lactocoques producteurs de nisine a été démontré pour la protection de fromages vis-
a-vis de leur contamination par des Clostridium spp, ou Listeria monocytogenes (Delves-
Broughton et al., 1996 ; O’Sullivan et al., 2002 in : Morisset et al., 2005).

La nisine était admis dans la liste européenne d'additif, ou elle était assignée au nombre
E234 (EEC, 1983). Elle est la seule bactériocine qui a été approuvée par l'organisation de la santé
mondiale pour l'usage en tant que conservateur et elle est commercialisée comme poudre
concentrée seche. (Sobrino-Lopez et Martin-Belloso, 2007).
Les souches lactiques bactériocinogeniques peuvent étre considérées comme un outil
complémentaire pour la biopréservation et pour prévenir le développement des bactéries

pathogenes (Tableau 1).

1.3.1.5. Texturation par libération d’exopolysacharides

Certaines especes de bactéries lactiques sont capables au cours de leur métabolisme de
produire des exopolysaccharides (EPS) et de les libérer dans le milieu de culture (Cerning et al.
1994 ; Topisirovic, 1994 ; Cerning, 1995 ; Grobben et al., 1995 ; Cerning, 1990 ;
Champagne, 1998 ; Dupont, 1998 ; Gamar-Nourani et al., 1998 ; De Vuyst et
Degeest,1999 in : Savadogo et Traore.,2011). Les exopolysaccharides sont des polymeéres
exocellulaires constitués de résidus osidiques, aux propriétés texturants (Marchall, 1993 in:
Pernoud et al., 2005).
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Tableau 1 : Exemples des bactéries lactiques utilisées en biopréservation.

Espece Produtt dorigme ~ Activie Typedactivite Essais  Reference
mhibifrice
Ec. faecium  Fromage Listeria Bacteriocine  Invitto  Alvarado ef al., 2003
Le loctis ~ Fromage Listeria Bacteriocme  Fromage  O'Sullivan et al, 2006
Le. Tactis sp. Germes e luzerne Listeria, E. coli Bacteriocme  Tnvitto — Kellyetal., 199
lactis et Salmonella
Listeria
Produits vegetaux Actdification  Tnvitto — Wilderdyke et ol
DIEIS A Consomuer ef bacterioctne 2004
In Salade de chou,  Listeria Bacteriocme  Tnvito  Kelly et al., 1996
Mesenteroides - maquereaux fumes
[b.casei  Legumes de. hydrophilia - Bacteriocime  Salade  Vescovoet al,, 1997
composee
Lb. plantarum  Choucroute Listeria Acidification Radis — Wilson et al., 2003
Biere Listeria, Bacterocme ~ Salamn  Todorov et al., 2007
Bacillus,
Clostridium
Enterococcus
Staphylococcus
Lb.sakei  Charcuterte Listeria, [nconm Jambon  Vermetren ef al,, 2004
Brochotrix
Lb. curvatus - Charcutete Listeria, Inconm Jambon  Vermetren ef al,, 2004
Brochotrix
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La plupart des agents de texture sont des polysacharides, susceptibles d’interagir avec les
protéines laitieres lors du traitement thermiques ou de la fermentation (Kruif et Tuinier, 2001
in : Pernoud et al., 2005).

Les bactéries lactiques produisant des exopolysaccharides ont été utilisées dans la
production de yaourt et de certains laits fermentés comme la créeme. L’utilisation de souches
productrices d’EPS comme ferment du yaourt améliore la rétention d’eau pour diminuer la synérése,
améliore la viscosité et peut remplacer le gras. (LaPoint, 2009).

En production de yaourt, les exopolysaccharides synthétisés durant la fermentation du lait ont la
capacité d'influencer tant les propriétés rhéologiques qu'organoleptiques du produit fini (Hess et
al., 1997; Duboc et Mollet, 2001 in : Bullard, 2011).

Dans la matrice caséique du yaourt, I'apparence du produit fermenté a l'aide d'une souche
productrice d'EPS a caractere filant se veut plus crémeux, onctueux et lisse, mais la fermeté est
souvent diminuée (Hassan et al., 2003 ; Folkenberg et al., 2006; Ramchandran et Shah 2009,
2010 in : Bullard, 2011).

Les exopolysaccharides interviennent non seulement dans le maintien des propriétés
physico-chimiques du lait (texture, viscosité, ardmes etc.) mais ils présentent aussi des effets
curatifs dans les traitements de certaines maladies gastro-intestinales (Hove et al., 1994 ;
Heyman, 2000 ; Simakachorn et al., 2000 ; Isolauri, 2001 ; Soomro et al., 2002 in : Savadogo
et Traor,2011),

1.3.2. domaine médical
C'est vraisemblablement Metchnikoff qui, le premier vers 1908, a suggéré d'utiliser les
laits fermentés contenant une souche de lactobacilles, capables de vivre dans le tractus intestinal,
comme composants d'une alimentation utile a la santé humaine. ( Savadogo et Traor; 2011).
Beaucoup des effets bénéfiques sont attribuées aux bactéries lactiques, en ce qui concerne la
santé humaine, telle que les effets sur I'écologie microbienne de l'intestin, sur la digestion de
lactose, et I'absorption minérale, sur le métabolisme du cholestérol, sur I'immunocompétence, sur

les propriétés antitumorales et antimutagenic. (Renner, 1994).
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1.3.2.1. Effets probiotques

Chez ’enfant, la diarrhée est une affection fréquente. La présomption du réle protecteur
des probiotiques contre les pathogenes intestinaux stimule leur utilisation dans ce type
d’affections. De ce fait, de nombreux travaux rapportent que certaines bactéries lactiques
réduiraient la durée, et/ou I’incidence de certaines formes de diarrhées chez I’enfant. (Bernoud et
al., 2005).

Les bactéries lactiques peuvent prévenir les maladies gastrointestinales et les diarrhées (Marteau
et al., 1998 in : Savadogo et Traor., 2011). Guandalini et ses collaborateurs en 2000 ont obtenu
une guérison rapide des diarrhées a rotavirus de 287 enfants 4gés de 1 & 36 mois administrés avec
Lactobacillus rhamnosus GG comparés a ceux qui avaient recu un placebo (Savadogo et Traor,
2011).

Les auteurs concluent que le lait fermente pourrait influencer la fonction motrice du colon
(Pernoud et al., 2005).

Un autre aspect intéressant est I'effet des bactéries lactiques sur le métabolisme de la flore
intestinale normale. Elles peuvent abaisser les quantités de certaines enzymes (B-glucuronidase,
azoréductase ou nitroréductase) formées par cette flore. La réduction des activités de ces trois
enzymes de la flore intestinale est intéressante, car elles sont associées a la formation de
carcinogenes. ( Savadogo et Traor, 2011).

L'ingestion de ferments lactiques peut contrer les effets d'une prolifération de certaines
souches pathogenes d'Escherichia coli. La fixation de LAB sur le tube digestif empéchent la
colonisation de pathogeénes, Lb. acidophilus, survivent beaucoup mieux dans l'intestin. Ce dernier
germe a fait lI'objet de développements industriels récents car il a été montré qu'il pouvait
s'opposer a la prolifération de Staphylococcus aureus, de Salmonella typhimurium, de E. coli
entéropathogeéne ou de Clostridium perfringens, par divers mécanismes (production du peroxyde
d'’hydrogéne et, des bactériocines déenommeées « lactacin B », ou « lactacin F». ( Savadogo et
Traor, 2011).
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1.3.2.2. Activité hypocholestérolémiante
En 1985 Gilliland montre que certaines souches de bactéries lactiques ont la capacité
d’assimiler le cholestérol. Les probiotiques semblent également posséder une action
anticholestérolémiante. En effet, certaines bactéries lactiques inhibent la conversion de 1’acétate
en cholestérol. (Savadogo et Traor; 2011). Les exopolysacchrides des bactéries lactiques
incluent I’abaissement du cholestérol (Nakajma et al., 1993 ; in : LaPointe, 2009).

1.3.2.3. Action anticarcinogéne et action sur le systéme immunitaire

Les bactéries lactiques semblent provoquer des réactions immunitaires in vivo. Les
probiotiques stimulent la production d’immunoglobuline (Production d’Ig G2 chez des souris)
suite a I’ingestion de yaourt. Le yaourt a un effet inhibiteur sur la prolifération des cellules
cancéreuses en culture.

Plusieurs études ont démontré que les EPS ont une activité anti-cancerigene (Savadogo et
Traor; 2011). Aussi les exopolysacchrides des bactéries lactiques ont des propriétés anti-ulcére
(dextrane sulfate) (Shibata et al., 2000), immunomodulante (Charbot et al., 2001) ou anti-
inflamatoire (Li et al., 2005). (LaPointe, 2009).

I.4. Classification des bactéries lactiques

La premiere classification des bactéries lactiques a été établie en 1919 par Orla-Jensen (
Devoyod et Poullain, 1988).

Les bactéries lactiques appartiennent au phylum des firmicutes et a cing des six familles
de I’ordre des lactobacillales (pas la famille 1) (figure 2).

D’aprés Ludwig et al. (2009), le phylum Firmicutes comprend trois classes Bacilli,
Clostridia et Erysipelotrichi. Appartenant a la classe Bacilli, les bactéries lactiques sont divisées
en trois familles :

1 Famille des Lactobacillaceae comportant les Lactobacillus, Paralactobacillus et Pediococcus.
1 Famille des Leuconostocaceae contenant les Leuconostoc, Oenococcus et Weissella.

1 Famille des Streptococcaceae comprenant les Streptococcus, Lactococcus et Lactovum
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Tefragenococcus

— Melissococcus
Vagococcus

— Enterococcus

— Catellicoccus

—Ij "Carnobacteriaceae” 2

4|—__r__._..----""'"_ Streptococcaceae 7

"Enterococcaceae”

"  "Carnobacteriaceae" 1
—1___— Lactobacillaceae

—1_____— "derococcaceae"
| ———— Aerococcus

Order 11. © Lactobacillales™

Family I. Lactobacillaceae™
Genus . Lactobacillu
Genus 1. Paralactobacillus*™
Genus IIl. Pediococons™

Family I1. “Aerococcaceae™
Cenus 1. Aesrococcus™ ™
Genus 1. Abiotrophia™™
Genus 1. Dolosicocceus™™
GCenus IV, Eremococcus™
Genus V. Facklamia*™
Genus V1. Globicatelia*™
Genus VIL. Ignavigranum™™

Family IIL. “ Carnobacteriaceae™
Genus L. Carnobacterium'™
Genus II. Akalibacterium*™
Genus I Allofustis™
Genus IV. Alloiococeus™™
Genus V. Atgpobacter™
Genus V1. Atopococcus™™
Genus V11 Atepostipres™™

(T

4|_____._.-—-—-"""""'_'_ "Lenconostocaceae”

Genus VI Desemzia™™
Genus IX. Dolosigranulum*®
Genus X. Granulicatella*™
Genus X1. lsobacutum™™

Lactobacillales

Genus X11. Marnniactibacillus*™

Genus X111, Tnchococcus'™

Family IV. “Enterococcacear™

Genus 1. Enterococcus™™ ™
Genus 1. Melissococcus™
Genus 1. Tefragenococcus'™
Genus IV. Vagococcus™

Family V. “Leuconosiocacear™

Genus 1. Leucomostoc™ 9
Genus II. Oenococcus™
Genus 111, Weissella'™

Family VL. Streplococcaceas™

Genus L. Strgptococcus™- ™
GCenus Il. Lactococcus™™
Genus 111, Laclovum™™

Figure 2 : Taxonomie des bactéries lactiques (Ludwig et al., 2009), basée sur la comparaison des

séquences d’Adn 16rDNA.
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I1. GENRE LEUCONOSTOC

Le genre Leuconostoc a été défini par VAN THIEGHEM en 1878; le terme leuconostoc
vient du mot Nostoc qui est une algue bleue mucilagineuse et de leuco qui veut dire blanc (
Devoyod et Poullain, 1988). Il appartient a la famille V des lactobacillales aux c6tés des genres
Weisella et Oenococcus (figure 2). Les premicres souches ont été isolées lors d’accidents apparus
dans des raffineries de sucre. Les leuconostocs se présentent sous forme de cellules sphériques
immobiles, non pigmentés souvent lenticulaires apres culture sur gélose, regroupées par deux ou
en chaines. et en milieu saccharosé, les chaines de cocci sont entourées d'une gaine bien distincte

a I'examen microscopique: gaine qui rappelle celle des Nostocs (Devoyod et Poullain, 1988)

Figure 3 : Images de Leuconostoc .....

Les leuconostoc sont des bactéries lactiques hétérofermentaires, anaérobies facultatives,
catalase-négatif, cocci Gram-positif (Garvie, 1986 in : Ogier et al., 2008) asporulées, sphériques
, mésophiles( Garvie, 1967 in : Bendimerad,2013), ils se développent entre 20 et 30 °C pas & 45
9C, ils ne sont pas hémolytiques ni pathogénes ( Guiraud, 2003). Le contenant de leur ADN en
G+C est relativement bas (37-45 mol%).

Elles produisent l'acide lactique comme 1’un des principaux produits finaux de la fermentation du
sucre, et dans beaucoup de cas, elles produisent du dextrane a partir du sucrose ( Deilaglio et al.,
1995 ; Garvie, 1986 in :Lee et al., 2005).

La selection pour Leuconostoc est facilitée par Il'utilisation de la vancomycine dans le

milieu de croissance, puisque toutes les especes de Leuconostoc sont intrinsequement résistant a

la vancomycine (Horowitz et al, 1987; Dyas et Chauhan, 1988 ; in : Ogier et al. 2008).
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I1.1. Habitat

Les leuconostoc sont naturellement présents sur les végétaux. (en particulier la betterave a
sucre d’ou leur ancien nom de Betacoccus). On les retrouve dans le lait en particulier dans des
nombreux laits fermentés et de nombreux fromages fabriqués a partir de lait cru de vache, brebis
ou chévre (Devoyod et Poullain, 1988).
Les especes couramment trouvées dans le lait et les fromages fabriqués au lait cru sont les
especes L. mesenteroides, avec les sous-especes dextranicum et mesenteroides, puis L. citreum
(Cibik et al., 2000).

Leuconostoc n'est généralement pas considéré comme faisant partie de flore humaine
bien que des souches ont été isolées a partir de déchets humaine, des échantillons vaginaux et des
échantillons de lait maternel (Auge et al., 1987; Vertet al., 1990; Heikkil.a et Saris, 2003 et

Belloet al., 2003 in : Hemme et Foucaud - Scheunmann, 2004).

11.2. ROle des leuconostoc

Les Leuconostocs constituent le troisieme groupe important de bactéries lactiques, leur
développement est peut abandant, mais ils jouent un réle essentiel dans plusieurs fermentation
industrielle (Buckenhuskes, 1993 ; Caplice et Fitzgerald, 1999 et Steinkraus, 2002 in : Ogier
et al., 2008) tels que les saucisses fermenteées, les légumes et les produits fermentées a base de
ceéréales et les produits laitiers (par exemple, le beurre, créme, lait frais et crus, fromages).

Ils sont responsable de fermentation malo-lactique des vins (Ln Oenos), ils interviennent aussi
dans les ensilages (Ln mesenteroides), et les végétaux fermentées : olives, choucroute, etc., mais
aussi cacao et café (Guiraud, 2003).

Les leuconostoc sont des hétérofermentaires, qui produisent a partir du lactose de I’acide
lactique, de 1’acétate ou I’éthanol et du dioxyde de carbone. Ces bactéries sont considerées
comme des ingrédients technologiques essentiels dans la formation des ouvertures dans le
fromage bleu a pate persillée comme le Roquefort par la production de CO,. Ces ouvertures
facilitent le développement, la croissance et I’installation correcte de Penicillium roqueforti

(Devoyod et Poullain, 1988).
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Leur role dans la formation de l'ardme et la texture est essentiel. En particulier, Ln.
mesenteroides et Ln. lactis métabolisent le citrate et produisent des composés aromatiques qui
contribuent a la flaveur de fromage tel que diacétyle et acétoine (Vedamuthu, 1994).

Leur métabolisme du citrate et des oses participent a 1’aromatisation des produits laitiers
fermentés. Leur production d’acide acétique, de diacétyle et de CO2, en inhibant les bactéries
psychrotrophes, permettrait d’augmenter la durée de vie de fromages (Vedamuthu, 1994 ).

Quelques autres especes Leuconostoc peuvent induire une altération par production de composés
indésirables (amines biogenes) dans les aliments, ou dextrane dans les processus de fermentation

du sucre (Hemme et Foucaud-Scheunmann, 2004).

11.2.1. Pouvoir acidifiant

Le pH normal du lait est de 6.6. La plupart des microorganismes du lait sont capables de
fermenter le lactose en produisant une acidification qui entraine la coagulation de la caséine.
Cette coagulation se produit a partir du pH 4,6. Les fermentations microbiennes responsables de
’acidification sont de type homo ou hétérolactique (Guiraud ,2003).

En dépit de l'intérét industriel du leuconostoc, il y a un manque des données concernant le
métabolisme des sucres du lait, lactose, galactose, et glucose par cette bactérie. Contrairement a
leuconostoc, beaucoup de travaux ont été effectués sur le métabolisme du lactose par
Lactococcus (McKay et al, 1969, 1970), Lactobacillus (O'Leary et Woychick, 1976),et
streptococcus thermophilus sp. salivarius (Tinson et autres, 1982). (Huang et al., 1994).

Huang et ses collaborateurs (1994), dans leur étude sur I’utilisation des sucres et la biosynthése
de la B-galactsidase et galactokinase par Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides, ont
montré que la B-galactosidase est synthétisée en présence du glucose, et plus faiblement en
présence du lactose. La galactokinase réprimée par le glucose est induite par le lactose et le

galactose.
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Les leuconostocs produisant a partir des glucides de 1’acide lactique du type (D), du CO2,
de I’éthanol et parfois méme de ’acétate. Seule, I’espéce Lc. lactis est capable d’acidifier le lait ;
au contraire, I’espece L. mesenteroides n’acidifie le lait que tres lentement (Garvie, 1960).

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).

Dans le lait, L. mesenteroides fonctionnent obligatoirement en association avec les
lactocoques, qui initient leur croissance (Vedamuthu, 1994). En association, les lactocoques
acidifient et les leuconostocs produisent des composés volatils a partir du citrate. Les lactocoques
peuvent donc apporter aux leuconostocs des nutriments qui manquent a ces derniers dans le lait.
A noter que cette association bénéfique a été décrite au profit de quelques souches de L.
mesenteroides subsp. cremoris seulement parmi plusieurs testées (Vedamuthu, 1994). Ainsi, les
leuconostocs servent peu a acidifier, mais sont complémentaires des lactocoques pour les
caracteristiques sensorielles du produit laitier fini (ouverture et flaveur).

Les souches du leuconostoc croissent de fagcon associative avec les lactocoques, et sont
utilisées pour le leur propriétés technologiques (principalement arome et texture). Cette
croissance associative entre ces deux groupes de bactéries a été étudiée en ce qui concerne le
métabolisme de citrate et la formation d'arome et a été décrite en tant qu’une relation
fonctionnelle synergique. . Ainsi I'attention a été consacrée au taux de croissance, a la production
d’acide et a la population finale de ces bactéeries, qui refletent egalement les interactions
occurrence dans les cultures mélangées de souches du leuconostoc et. Lactococcus (Bellangier et
al., 1999; Padmanabhan et Kim, 2002 in :Kihal et al., 2009).
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11.2.2. Pouvoir aromatisant et pouvoir gazeux

Malgré sa concentration relativement faible dans le lait (8 mmol L), Le citrate est un
constituant clef pour la formation du diacétyle, un composé volatile a ’arome de beurre qui est
important dans les laits fermentés et les fromages frais. Chez les bactéries lactiques, Leuconostoc
et Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis se distinguent par leur métabolisme
fermentaire du citrate (Cit+). La Figure 4 présente les principales étapes du métabolisme du
citrate par les bactéries lactiques.

L’utilisation du citrate conduit a la formation du diacétyle, et d’autres COmposés comme

I’acétate, acétoine et 2,3-butanediol (McSweeney et Sousa, 2000 in : Hemme. Foucaud-
Scheunemann, 2004).
La fermentation des hexoses chez le genre leuconostoc détermine la formation de quantités
équimolaire  de lactate, d’éthanol et CO,, , Le cométabolisme sucre /citrate chez leuconostoc
modifie I’hétérofermentation du sucre. Ces propriétés métaboliques sont mises en oeuvre lors de
I’utilisation industrielle des leuconostoc.

e La production du CO; provenant de I’hétérofermentation du lactose et de 1’utilisation du
citrate, est a ’origine de la formation des cavités dans le caillé, qui seront par la suite peuplés par
la Penicillium produisant I’aspect veiné des fromages a pate persillée.

e Le diacétyle provenant de I’utilisation du citrate constitue le composée aromatique
principale recherché dans les produits laitiers frais ( beure, fromage frais, créme fraiche). D’autre
composés tels que ’acétate et I’éthanol contribuent a la texture et a la flaveur de ces produits
laitiers.

e Leuconostoc est également capable de réduire I’acétaldéhyde produit par les lactocoques,

qui est a I’origine d’un défaut de flaveur, appelé gott d’herbe. (Bekal et al, 2009 ).
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Figure 4 : Schéma simplifié du cométabolisme sucre-citrate de Leuconostoc mesenteroides

(Bourel et al, 2001).
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11.2.3. Production de dextrane

Le dextrane est un groupe de polysaccharides de haut poids moléculaire qui sont
synthétisés a partir du saccharose et composée par des chaines d’unités de D-glucose (Kim et
Robyt, 1995 in : Shah Ali UL et al., 2005).

Le dextrane est produit par les espéces de Leuconostoc, Streptococcus et Acetobacter.
Hucker et Pederson (1930) ont été les premiers qui ont rapporté la production de dextrane a
partir du saccharose par les Leuconostoc (Shah Ali UL et al., 2005).

La souche Ln. mesenteroides NRRL b512F, est la plus utilisée commercialement, qui
produit le dextrane hydrosoluble constitué de 95% de la liaison linéaire a-(1—6) et 5% de la
liaison linéaire a-(1—3) (Van Cleve et al., 1956 in : Shah Ali UL et al., 2005).

Les dextranes industriels sont actuellement utilisés dans la fabrication de gel de filtration
et comme diluant de volume sanguin et amiliorant de la circulation sanguine (Hemme et al.,
2004). En technologie laitiére, le dextrane comme autre 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 caseine. En conséquence, les EPS améliore 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 (Pucci et al., 1995; Duboc et al., 2001 ; Cooke

et al., 2002., Hemme et Foucaud-Scheunemann, 2004).

11.3. Classification des Leuconostoc

Le genre leuconostoc est un groupe de bactéries lactiques, il regroupe 13 espéces:
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.
(Deilaglio et al., 1995 ; Antunes et al., 2002 in : Lee et al., 2005).
Leuconostoc.mesenteroides est la seule espece a posséder des sous-especes, au nombre de 4
actuellement : Leuconostoc.mesenteroides subsp cremoris, Leuconostoc mesenteroides subsp
dextranicum, Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteroides (Garvie, 1983 in: Lee et al.,
2005) (Tableau 2) (Hemme et Foucaud-Scheunemann, 2004).
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Tableau 2 : Espéces du genre Leuconostoc.

Synthese bibliographique

Leuconostoc species Previous nomenclature References
Ln. mesenteroides Garvie (1986)
subsp. cremoris
subsp. dexranicum
subsp. mesenteroides
Ln. lactis Garvie (1986)

L. pseudomesenteroides
L. camosum

Ln. gelidum

L. fallax

Ln. citreum

Ln. argentimom
L. gasicomitatum
Ln. kimchi

Ln. ficulneum

Ln. fructosim

Ln. inhae

Ln. amelibiosum

Lactobacillus fructosus

Farrow et al. (1989)

Shaw and Harding (1989)

Shaw and Harding (1989)

Martinez-Murcia and Collins (1991)

Takahashi, Okada, Uchimura, and Kozaki (1992)
Dicks, Fantuzzi, Gonzalez, Du Toit, and Dellaglio (1993)
Bjorkroth et al. (2000)

Kim, Chun, and Han (2000}

Antunes et al. (2002)

Antunes et al. (2002)

Kim, Lee, Jang, Kim, and Han (2003)

Leuconostoc mesenteroides subsp suionicum, est une autre nouvelle sous-espéce proposee et
décrite en 2012 (Figure 4). Cette sous-espéce se distingue en particulier des autres sous-especes

par son empreinte génétique avec les amorces (GTG) 5 (Gu et al, 2012 in : Bendimerad, 2013).
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L. gelidum KGTC 3527" (AF175402)

L, inhae IHO03" (AF439660)

L, gasicomitatum LMG 188117 (AF231131)
L. camosum NRIC 1722" (AB022625)

L. kimchir 25" (AF173986)

— . lactis JOM 61237 (AB023968)

% '|_T—L palmae TMW 2,694" (AM940225)

0.002 %

1001 ggl_ L citreum ATCC 49370" (AF111948)

96" | hofzapfeli LMG 23990" (AM600682)

L. pseudomesenteroides LMG 11482 (HM443958)
64(, mesenteroides subsp. suionicum LMG 8159 (HM443957)
‘E’D[ L. mesenteroides subsp. suionicum LMG 11499 (HM443955)
9| L. mesenteroices subsp. dexiranicum NCFB 5297 (AB023244)
50| L. mesenteroides subsp. mesenteroides NCFB 5237 (AB023242)
- |, mesenteroides subsp. cremons NCFB 5437 (AB023247)
L fallar KCTC 3537" (AF360738)
10— Fructobacillus duroms LMG 22566 (AJ780081)
—— Fructobacillus firctosus KCTC 3544 (AF360737)
100 — Fructobacillus ficulneus FS-17 (AF360736)

o8 Fructobacillus pseudoficulneus LC51T (AY169967)

Figure 5 : Arbre montrant les relations phylogénétiques entre les especes de leuconostocs
selon leur séquence 16S rDNA (Gu et al, 2012).
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Les caractéres phénotypiques ont été utilisés pendant longtemps pour isoler et caractériser
les Leuconostoc et, parfois, pour faire la distinction entre des espéces ou sous-especes (Tableau
3) (Hemme et Foucaud- Scheunemann, 2004).

Tableau 3 : Identification présomptive de Leuconostoc par des tests phénotypiques.

General characters
Gram-pogtive
Coce (ovoid-shaped), non motile, non-sporeforming
Facultative anaerobic, catalase negative
Vancomyn regstant
Production of gas from ghucose
No arginine hydrolysk
Production of [-{actate fom ghucose

Additional characters
Growthat §°C, no growth at 45°C
No growth at pH 4§
CGrowth with NaCl 7%
No S formation
Acid production from: ghucose (all strains); arabinose, arbutn, cellulose, celobiose, fructose, galactose,Lactose, maltose, mannitol, mamnose
melibiose, rafinose, ribose, salci, sucrose, trehalose, and xylose (variable within the specis or subspecie)

Features of some specis or subspeces
No production of sime from sucrose by Ln. mesenteroides subsp. cremoris L. lacts, L. argentiman
No acid producton from fructose by L. mesenterodes subsp. cremoris (and some L. argentinum strains), from maltose by L. mesenteroide
subsp. remris (and some L. el srains
No malate decarboxylation by Ln. flloy
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Matériels et méthodes

Ce travail a été effectué au Laboratoire de Microbiologie Appliquée a I’ Agroalimentaire
au Biomédical et a ’Environnement (LAMAABE) Tlemcen.

I. Origine des bacteries utilisees :

Neufs 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 4 : Souches utilisées et leurs origines.

Souche Genre/Espece Code Origine
1 Ln mesenteroides ssp 02
2 Ln mesentroides ssp 26 Collection de Laboratoire de
3 Ln mesentroides ssp 36 Microbiologie Appliquée a
I’ Agroalimentaire au
4 Ln mesentroides ssp 37 Biomédical et a
I’Environnement
5 Ln mesentroides ssp 38
(LAMAABE). Tlemcen
6 Ln mesentroides dextranicum 65
7 Ln mesentroides mesentroides 105
8 Ln lactis” CIP 102422
) ) T INRA de Poligny (France)
9 Ln mesentroides dextranicum CNRZ 77
I1. Revification

A partir des souches conservées en cryotubes a -18°C, des pré-cultures successives ont été

réalisé en bouillon MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960).

Dans un premier temps, les souches ont été ensemencées dans des tubes a essai contenant 5 ml de
bouillon MRS a pH=6,5. Aprés 18h d’incubation & 30°C, 0,5 ml ont été prélevé et ensemencée

dans 5ml de bouillon MRS stérile. Puis 1ml de ce bouillon a été repiqué dans 10 ml de MRS

liquide puis incubée 18h a 30°C .

S
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I11. Préparation du lait
95¢g de lait écrémé en poudre (Foster farms dairy dba Crystal creamery , 415 Kansas A
venue, Modesto, California) ont été mélangé a 950 ml d’eau distillée stérile (95 g/950 ml)

200 ml de ce lait reconstitué sont distribué dans des flacons de 250 ml puis autoclaves pendant
15 min a 121 °C.

I11.1. Ensemencement du lait

10ml de chaque culture sont centrifugés a 8500 rpm pendant 10 minutes a température
ambiante. Aprés I’élimination du surnageant, le culot est mélangé a 2,1 ml de lait écrémé
reconstitué stérile (Foster farms dairy dba Crystal creamery) De ce mélange, 0,1ml sert a
mesurer la DO et les 2 ml restant sont ensemencé dans un flacon contenant 200ml de lait stérile.
Apres homogénéisation du contenu du flacon, on distribue 15ml de lait ensemence dans des
tubes a essai stérile pour chaque souche. 5ml a part permettant de mesurer le pH et 10ml pour la
mesure de Pacidité, puis les tubes sont incubés a 30°C au bain Marie.
A partir du lait ensemencé restant dans le flacon on prend 1ml pour faire une dilution au 1/10

dans de I’eau peptones tamponnée.

I11.2. Mesure de la densité optique (DO)

La mesure de la DO est effectuée au spectrophotomeétre (JENWAY) a 620nm (DOgyo) sur
100 pl (0,1 ml) de suspension bactérienne diluée au 1/10 dans 900 pl d’une solution d’E.D.T.A (
EthylenDiamine Titracetic Acide Disodium) a 2g/L. pH=12 contre blanc 100 pul de lait écrémé

reconstitué dilué au 1/10 dans la méme solution d’E.D.T.A.

111.3. Mesure de pH et de Pacidité

Les valeurs du pH et de I’acidité ont été mesurées a tous les deux heures de t=0 jusqu’a t=24 h.

e Dosage de lacidité

Cette méthode a pour but de déterminer par titration la concentration molaire en ions HzO"
dans un échantillon de lait. Cette concentration est exprimée en « degrés Dornic ».
Le dosage de I’acidité au cours de la croissance des souches dans le lait, est effectué toute les
deux heures selon la méthode normalisée par titrimétrie en utilisant une solution de NaOH a

N/18, le titrage se fait sous agitation en présence de phénolphtaléine. L’acidité titrable du lait a

-
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été exprimée en degrés Dornic (°D) puis convertie en g/l selon la formule : 1ml de NaOH

correspond & 10 °D et un degré Dornic correspond a 0,01 % d’acide lactique.

Solution fitrante

Burette graduce
Potence

Becher
Solution titrée
Barrean atmante ou turbulent

Agitatenr
magnetique

Figure 6 : Titrimétrie.

e Mesure de pH
Les mesures du pH du lait ensemencé de la souche lactique se fait a 1’aide d’un pH métre type
(HANNA).

111.4.Dénombrement des bactéries présentes dans le lait a to :

A partir du lait ensemencé restant dans le flacon, on réalise des dilutions décimales avec
I’eau peptonée, pour atteindre 1/100 000 afin de prévoir des dilutions compatibles avec un
niveau de cellules de 10° & 10/ml, 0,1 ml des deux derniéres dilutions (10™et 10®) sont étalé par

rateau. Les boites sont incubées a 30°C pendant 24h.

=
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I. Caractérisation macroscopiques:

Sur milieu MRS solide, les souches apparaissent comme des petites colonies

d’environ 1lmm de diamétre, de forme lenticulaire et de couleur blanchatre (voir

figure 7).

Figure 7 : Colonies de la souche CNRZ 77" (leuconostoc misenteroides dxtranicum)

Résultats et interprétation

sur MRS solide apres 24h d’incubations a 30 °C.

Il. Dénombrement des colonies sur milieu gélosé

Aprés dénombrement des colonies sur géloses MRS des toutes les souches a

t=0h, le nombre de germes trouves est représenté dans le tableau suivant :

Tableau 5 : Nombre moyen de colonies denombrées (UFC/mL du lait) pour chaque

Colonies blanchatre

souche.
Nombre de colonie (UFC/mL du lait)
Souche Dilution 10° Dilution 10 Dilution 10°

2 IND / /

26 IND / /

36 IND / /

37 IND 151 67

38 IND / /

65 IND / /

105 IND 85 26

CIP 102422 IND / /
CNRZ 77" IND 119 49

IND : indénombrable.

Les souches 38 ; 105 et CNRZ 77" ont un développement trés lent par rapport aux

autres souches.
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I11. Valeurs de la densité optique (DO)
Le tableau ci-dessous montre les résultats de la densité optique a t=0 h de
chaque souche en comparaisons avec la DOggp du blanc (DOggp=0.38),

Tableau 6 : Résultats de la densité optique des souches étudiees.

Souche | Blanc | 2 26 36 37 38 65 | 105 | CIP 306 | CNRZ 77"

DOe¢s | 0,38 | 0,54 0,80 |0,56|0,5 | 0,800,552 |05 | 0,51 0,80

Les souches 26 ; 38 ; CNRZ 77" ont une densité optique importante de 0,80,
par rapport aux DO des souches CIP 1024227 et 65 qui sont trés faibles alors que les
souches 2 ; 36 ; 37 ; 105 ont des DO moyennes.

IV. Cinétique de Pacidification du lait en pH et en acide (°D)
Le suivi de I’acidité du lait en pH et en acide pendant 24h d’incubation a 30
OC pour les neuf souches nous a permis de tracer les figures suivantes en utilisant le

logiciel GraphPadPrism 5 Demo.

Acidité en ‘D pH
30- -14 Acidité en D pH
—— Acidité en °D 301 ri4 Acidité en D
25 2
P 254 F12 - pH
201 0 10
" 201

o 151 °

———— 6 1. s
10' -4 104 "
51 L) 51 Lo
O L L L L L L L L 0 O T T T T T T T T TT 0

02468101214161820222426 0246 81012141618202224 26

Temps (heures) Temps (heures)
Figure 8: Cinétique dacidification et de pH de la souche 26 Figure 9: Cinétique d'acidification et de pH de la souche 36

La diminution du pH pendant les huit premiéres heures montre une production
importante d’acide (voir tableau 8 et 9 en annexel) pour les souches 26 et 36. Cette

activité ralentie apres jusqu’a 24heures.

9
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Résultats et interprétation

Acidité en D pH
30+ -14
—— Acidité en °D
25' -12 —— pH
20_// 10
-8
151
— |6
104 [,
51 -2
0 0

Temps (heures)

) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
02468101214161820222426

Figure 10: Cinétique d'acidification et de pH de la souche 02

Acidité en D pH .
30- 14 T Acidité en D
251 2
20-/‘/‘ -10

-8
151

— .6

10 .

5 -2

C ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 0

0 2 46 81012141618202224
Temps (heures)
Figure 11: Cinétique d'acidification et de pH de lasouche 38

Pour les deux souches 02 et 38 I’activité acidifiante augmente a t=0h puis ralenti et

devient presque stationnaire entre t=2h et t=4h. Apres 4h elle augmente de nouveau.

o
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La diminution du pH et la production d’acide se font lentement de t=0h jusqu'a 24 h

Acidité en °D
304

251

20-r_______d__,__——————""""'____—d 10
g

pH

151
-6

101 ,
51 -2
C Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll Ll 0
0 2 4 6 810121416 18 20 22 24 26

Temps (heures)

Résultats et interprétation

-14 —— Acidité en D
L 12 — pH

Figure 12: Cinétique d'acidification et de pH de la souche 37

Acidité en °D
301

251

pH

15
-6

101 ,
57 -2
C L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] 0
0 2 4 6 810121416 18 20 22 24 26

Temps (heures)

-14 — Acidité en °D
L 10 ™ pH

20 / - 10
-8

Figure 13 : Cinétique d'acidification et de pH de la souche 65

Acidité en D pH
30+ - 14
251 -12
20- -10

L8
15

-6

10- .,

57 -2

C L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] 0

0 2 46 8101214161820 222426

temps (heures)

—— Acidité en °D
— pH

Figure 14 : Cinétique d'acidification et de pH de la souche 105

pour les trois souches 37, 65 et 105.

=
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Acidité en D pH
301 -14
—— Acidité en "D
251 12y
20-/-/ I 10
-8
151
-6
101 ¥
5 2
O ) ) ) ) ) ) ) ) 0

1 1 1 1
02 46 81012141618 20222426
Temps (heures)

Figure 15: Cinétique d'acidification et de pH de la souche CIP 10 2422

Acidité en °D pH
307 r14 — Acidité¢ en °D
25 -12 — pH
20- - 10
-8
15+
-6
10 4
=) -2
C ] ] ] ] ] ] ] ] ] O

1 1 1
0 2 4 6 8101214161820 2224 26
Temps (heures)

Figure 16 : Cinétique d'acidification et de pH de la souche CNRZ 77

L’activité acidifiante et la diminution du pH deviennent plus au moins importantes

aprés 8h.
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Les 9 souches sont positionnées le long de I'axe horizontal par capacité acidifiante
croissante.

- 02

26
- 36
-+ 37
- 38

- 65

-+ 105
—— CIP 102422
1 1111111 -a CNRZ77

10 12 14 16 18 20 22 24 26
Temps (heures)

Acidité en D
30- [ b ]

o
N -
g
o -
0 =

+

02
26
37
36
38
9 65
& 105
E -3
v

4

CIP 10 2422
CNRZ 77

0

1 1 1 1 1
0 2 46 8101214161820222426
Temps (heures)

Figure 17 : Cinétique d’acidification (a) et de pH (b) des neuf souches a 30 °C.

Les souches 26 et 36 sont les plus acidifiante (25.1 °D) (figure 17 (a)) dont I’acidité
produite correspondant aux pH les plus bas est presque la méme.

A part les deux souches 02 et 38 qui sont moyennement acidifiante toutes les autres
souches sont faiblement acidifiantes dont la 105 et CNRZ77 sont les moins activent
(19 °D ;21.5 °D) (Figure 17 a et b).
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Les bactéries lactiques regroupent un ensemble d’espéces hétérogénes dont le
trait commun est la production d’acide lactique. Le pouvoir acidifiant des souches
lactiques demeure I’'une de leurs propriétés métaboliques les plus recherchées vu son
intérét en technologie laitiére. La production d’acide lactique est effectivement une
des principales fonctions désirée des bactéries lactiques car cet acide organique
permet de concentrer et de conserver la matiére séche du lait, en intervenant comme
coagulant et aussi comme antimicrobien (Schmidt et al., 1994).

Dans le présent travail, nous avons testé le pouvoir acidifiant des souches
lactiques appartenant au genre Leuconostoc. La cinétique d’acidification de ces
bactéries est variable d’une souche a I’autre (figure 17). En effet les souches de
Leuconostoc mesenteroides ssp (26,36, 02, 38) sont les plus acidifiantes (soit une
acidit¢é > 23 °D) ceci explique la DO élevé des souches 26 et 38 initialement
(Tableau 6) et le taux trés élevé des souches 26 , 38, 02 et 36 (IND) & la dilution 10
au temps t=0 (voir Tableau 5). La quantité d’acide la plus élevé a été enregistrée
surtout chez les souches 26 et 36. Les souches de Ln mesenteroides subsp
dextranicum (65 et CNRZ 777)), Ln mesenteroides subsp mesenteroides (105), et Ln
lactis (CIP 1024227), sont faiblement acidifiantes (soit une acidité¢ < 23 °D), les
valeurs d’acidité les plus basses correspondant aux valeurs du pH les plus ¢levées
(6,12 et 6.21) ont été enregistrées chez les souches 105 et CNRZ 777 (figure 17. a et
b).

Le temps d’incubation influe positivement sur le rendement de certaines
souches .En effet a partir de 6h la souche 65 produit plus d’acide et son pH diminue
plus, par rapport & la souche CNRZ 77" qui est de la méme espéce et par rapport a la
souche 105 qui est faiblement acidifiante aussi.

Les travaux de Zarour (2010) ont montrés que les souches de Ln.
mesenteroides subsp. mesenteroides n’ont pas un pouvoir acidifiant important vu qu’il
y a une diminution de pH tres faible de 6,5 a 5,3 pendant 72 heures incubation. Alors
gue notre souche 105 appartenant a la sous espece Ln. mesenteroides subsp.
mesenteroides ne posséde pas aussi un grand pouvoir acidifiant puisque le pH
diminue de 6,46 a 6.12 pendant 24h.

<
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En effet la capacité acidifiante de nos souches de Leuconostoc est trés faible
par rapport aux resultats des travaux de Cardamone et al (2011), qui ont montrés que
des souches de Leuconostoc appartenant aux especes Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides, leuconostoc garlicum, leuconostoc citreum et leuconostoc
pseudomesenteroides acidifient le lait jusqu’a des valeurs de pH entre 4,78 et 4,86
apres 24 h d'incubation.

Aussi la quantité d’acide lactique produite par nos souches apres 24 heures
d’incubation a 30 °C est qui est entre 19 °D et 25°D confirme que nos bactéries sont
faiblement acidifiantes, ce qui est cohérent avec les travaux de Devoyod et Poullain,
(1988) sur le genre Leuconostoc.

D’aprés une étude faite par Tantaoui-El Araki et al. (1983) sur le Lben
marocain, le genre Leuconostoc soit les espéces Ln. cremoris et Ln. lactis peuvent
étre responsables de I'acidification du lait au cours de sa transformation en Lben mais
ils doivent étre en association avec les espéces de Streptococcus lactiques comme
Streptococcus lactis, Streptococcus diacetylactis.

Bellengier et al (1997), ont prouvé aussi que lacidification d’un lait

reconstitué est da a I’action d’une culture mixte de Leuconostoc mesenteroides ssp.
mesenteroides avec Lactococcus lactis ou a l'action de Lc. Lactis pure. Le taux
d’acidification en cultures mixtes et en cultures pures ont été comparables, sauf
lorsque le pourcentage de Lc. lactis était inférieur a 12%.
Dans le méme cadre, Laitier et al (2004) dans leur étude sur les facteurs de maitrise
de I’acidification en technologies fromageres fermieres (caillés lactiques) utilisant du
lactosérum comme ferment, ont observé qu’en présence d’une charge élevée de
leuconostocs I’acidification du lait est ralentie et moins importante (pH finaux plus
éleveés).

Hache et al, (1999) ont rapporté que Ln. mesenteroides était incapable
d’acidifier le milieu a un pH inférieur a 5,9, ceci concorde avec nos résultats ot on n’a
pas enregistré des valeurs de pH inférieurs a cette valeur, alors que les espéces de Ln.
cremoris et Ln. lactis pouvaient acidifier le lait a des pH inférieurs a 5,4. La
différence dans la quantité d’acide produite entre les souches lactiques est influencee
par une différence dans le systéeme de transport des composés fermentescibles du

milieu vers le cytoplasme cellulaire. (Albenzino et al. (2001).

]
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Il existe principalement deux types de systémes de transport et catabolisme
chez les bactéries lactiques (LacS et PTS), les composantes de ces systéemes sont
différentes au sein des LAB, mais aussi d'un genre bactérien voire d'une espece.
(Aflan, 1996).

Fitzgirald et al. (1992) ont observé une forte baisse dans I’activité de I’enzyme
lactate deéshydrogénase a des pH inférieurs a 6,0 mais pour I’espéce Ln.lactis
seulement. (Hache et al., 1999).

Selon Cachon et Divies, (1994), I’accumulation des acides carboxyliques dans la
cellule aurait un effet inhibiteur de la croissance et du métabolisme cellulaire. (Hache
et al., 1999).

Cet effet inhibiteur du pH acide sur la croissance des bactéries lactiques
dépend de la capacité de ces bactéries a contrbler le gradient de pH a travers la
membrane cellulaire pour maintenir ’homéostasie (équilibre) du pHi qui a un role
important dans la physiologie de la cellule. McDonald et al. (1990) ont rapporté que le
pHi de 5,4 est limite de croissance des souches de Ln. mesenteroides. Ainsi la
bactérie dépense la majeure partie de son énergie pour maintenir I’équilibre du pHi au
lieu de se développer.

D’aprées Huang et al, (1994) les souches de Ln. mesenteroides et
particulierement Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides ne sont pas utilisées comme
des starters acidifiants mais plutdét pour leur pouvoir aromatisant vue qu’elle
produisent 1’acétoine et le diacétyle,. Nos souches aussi sont faiblement acidifiantes
donc on ne peut pas les utilisées dans 1’avenir comme starters pour la fermentation
mais peuvent étre probablement des starters pour le pouvoir aromatisant et le pouvoir

gazeux.
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Conclusion :

L’¢étude de la cinétique d’acidification en pH et en acide des neuf souches de la
collection de LAAMABE , appartenant au genre Leuconostoc (26 et 36), montre que
les souches de Leuconostoc mesenteroides ssp ont une capacité acidifiante importante
(soit une acidit¢é > 23 °D) par rapport aux autres sous espéces: leuconostoc
mesenteroides subsp mesenteroides(105), Leuconostoc mesenteroides subsp
dextranicum (65), et Leuconostoc lactis (CIP 102422) ( soit une acidité <23 °D).
Cependant les valeurs maximales de pH (5,45) et d’acide (25,1 °D) produite aprés 24
heures d’incubation reste toujours faibles par rapport a la norme malgré une DO
initiale élevé (0.80) et un taux de croissance important soit IND & la dilution 107
Ceci nous permet de conclure que nos souches testées ne peuvent pas étre utilisée a
I’état pure dans la production d’acide au cours des fermentations mais en cultures
mixtes. Néanmoins elles peuvent étre aussi préconisées dans 1’avenir pour étre utilisé
comme starter dans la production des composés aromatiques et dans la production de

Cco2.
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Tableau 7 : Evolution du pH et de I’acide produit par la souche 02 pendant 24h d’incubation a

30°C.

Tableau 8 : Evolution du pH et de 1’acide produit par la souche 26 pendant 24h d’incubation a

Annexe 1 :

Souche 02
Temps (heures) pH (Nzg)lll_llr)nﬁu_ Acidité en °D
0 6,36 3,70 17,5
2 6,32 3,80 19,0
4 6,29 3,90 19,5
6 6,26 4,20 21,0
8 6,08 4,50 21,5
24 5,75 4,70 23,75

30°C.
Souche 26
Volume S 0
Temps (heures) pH (NaOH) mL Acidité en "D
0 6,24 3,70 18,5
2 6,23 3,90 19,5
4 6,16 4,10 20,5
6 6,02 4,40 22,0
8 5,70 4,70 23,5
24 5,45 5,02 25,1




Tableau 9 : Evolution du pH et de I’acide produit par la souche 36 pendant 24h d’incubation a

30°C.

TableaulO: Evolution du pH et de

30°C.

Souche 36
Temps (heures) pH (N\gg)hlilr)nr(relL Acidité en °D
0 6,24 3,70 18,5
2 6,18 3,80 19,0
4 6,13 4,12 20,6
6 6,08 4,30 21,0
8 5,80 4,60 23,0
24 5,55 5,02 25,1

I’acide produit par la souche 37 pendant 24h d’incubation a

Souche 37
Temps (heures) pH (N\a:(o)lll-Jlr)n;L Acidité en °D
0 6,45 3,50 17,5
2 6,43 3,60 18,0
4 6,41 3,70 18,5
6 6,39 3,80 19,0
8 6,29 3,90 19,5
24 6,18 4,50 22,5




Tableaull: Evolution du pH et de I’acide produit par la souche 38 pendant 24h d’incubation a

30°C.

Tableaul2: Evolution du pH et de 1’acide produit par la souche 65 pendant 24h d’incubation a

30°C

Souche 38
Temps (heures) pH (NZglle;nri]L Acidité en °D
0 6,34 3,60 18,0
2 6,31 3,80 19,0
4 6,28 4,90 19,5
6 6,24 4,20 21,0
8 6,06 4,30 215
24 5,65 4,70 23,5

Souche 65
Temps (heures) pH (N\a:(o)lll-Jlr)n%L Acidité en °D
0 6,45 3,50 17,7
2 6,42 3,60 18,0
4 6,40 3,70 18,5
6 6,36 3,80 19,0
8 6,32 4,00 20,0
24 6,06 4,60 24,0




Tableaul3: Evolution du pH et de I’acide produit par la souche105 pendant 24h d’incubation

a30°c

Tableau 14: Evolution du pH et de 1’acide produit par la souche CIP 102422 pendant 24h

Souche 105
Temps (heures) pH (Nzgllfl;nri]L Acidité en °D
0 6,46 3,10 15,5
2 6,44 3,20 16,0
4 6,42 3,30 16,5
6 6,41 3,30 16,5
8 6,39 3,40 17,0
24 6,12 3,80 19,0

d’incubation a 30 °C.

Souche CIP 102422

Volume

Temps (heures) pH (NaOH) mL Acidité en °D
0 6,43 3,40 17,0
2 6,38 3,50 17,5
4 6,35 3,70 18,5
6 6,34 3,80 19,0
8 6,31 3,90 19,5
24 6,10 4,30 21,5




Tableau 15 : Evolution du pH et de ’acide produit par la souche CNRZ 777 pendant 24h
d’incubation a 30 °C.

Souche CNRZ 777
Temps (heures) pH (NZglle;nri]L Acidité en °D
0 6,66 3,00 15,0
2 6,60 3,20 16,0
4 6,52 3,30 16,5
6 6,46 3,50 17,5
8 6,42 3,70 18,5
24 6,21 4,30 215




Figurel18 : Colonies des neuf souches sur MRS solide aprés 24h d’incubations a 30 °C.



Annexe 2 :
Composition des milieux de cultures

» M.R.S (Man Rogosa et Sharpe, 1960) gélose

Ingrédients Quantité en gramme
Extraitde viande ... 10
Extraitde levure.............ooooiiiiiiiiiii 5
PePtONE ... 10
Acétate de SOdium.........covuiiiiiiiiiiii 5
Citrate de sodium ............ocoiiiiiiiiiiiiii e, 2
GIUCOSE .ot 20
MESOA. .o 0,25
MNSO4 .., 0,05
KH2PO4 ... 2
AQAr-agar .......o.ovuiiiii i 15
Tween 80 ... I mL

Eau distillée g.s.p...1000 mL
pH=6,8

Le mélange est mis dans des flacons stériles puis autoclavé a 121 °C pendant 15 mn.



» M.R.S (Man Rogosa et Sharpe, 1960) bouillon

Ingrédients Quantité en gramme
Extraitdeviande ............ccoooiiiiiiiiiiin 10
Extraitde levure ..., 5
PeptoNe ..o 10
Acétate de sodium ...........ooiiiiiiiiii 5
Citrate de sodium ...........cooiiiiiiiiiiiieen, 2
GIUCOSE ... 20
MESO4 ..o 0,25
MNSO4 ..o 0,05
KH2PO4 ..., 2
TWeen 80 ...vviiei e I mL
Eau distillée g.S.P..ovvenrieiiiiiieiieecee e 1000 mL
pH=6,8

Le mélange est mis dans des flacons stériles puis autoclavé a 121 °C pendant 15 mn.

» Diluant
Eau peptonnée
Ingrédients Quantités en grammes
PeptoNe ..o 1
Chlorurede sodium ........coovviiiiii i, 8,5
Eau distillée q.5.p.c.veevieiiii e, 1000 mL
pH=7,5

Autoclaver a 121 °C pendant 20 mn



Résumé

L’étude du pouvoir acidifiant des neufs souches appartenant au genre Leuconostoc,
ensemencé dans du lait écrémé reconstitué , a permis de mesurer le pH et ’acide produit en
°D toute les deux heures pendant 24h. Le suivi de la cinétique d’acidification de chaque
souche a montré que les souches de Leuconostoc mesenteroides ssp (26 et 36)ont une
capacité acidifiante importante (soit une acidité > 23 °D) correspondant & une DO et un taux
d’UFC/mL a t=0h important, contrairement aux especes : Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides (105), Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum (65), et Leuconostoc
lactis (CIP 102422) (soit une acidité < 23 °D). Mais les valeurs maximales obtenus apres 24
heures d’incubation a 30°C nous ont permis de conclure que nos souches testées de
leuconostoc sont en genéral faiblement acidifiantes, en effet le genre Leuconostoc en
technologie laitiére est utilisé pour son pouvoir aromatisant et pour la production du CO; alors
que la production d’acide est préconisé pour les Lactocoques.

Mots clés : pouvoir acidifiant, Leuconostoc, lait reconstitué, pH, acide

Abstract

The study of acidifying ability of nine strains belonging to the genus Leuconostoc,
inoculated in skim reconstituted milk, allowed us to measure pH and the produced acid (in
°D) every 2 hours for 24h.The following of acidification kinetics for each strain has shown
that Leuconostoc mesenteroides spp (26 et 36). Have an important acidifying ability (with
acidity > 23°D) corresponding to important OD and UFC/mL rate at t=0h, in contrast to
leuconostoc mesenteroides. subsp mesenteroides (105), Leuconostoc mesenteroides subsp
dextranicum (65) and Leuconostoc lactis (CIP 102422) (with acidity < 23°D). However, the
maximal values obtained after 24 hours of incubation at 30°C allowed us to conclude that the
tested strains of Leuconostoc are generally weakly acidifying. in fact, the genus Leuconostoc
is used in dairy technologies for their flavoring ability and production of CO2, while the
production of acid is confined for Lactocoques.

Key words: acidifying ability, Leuconostoc, reconstituted milk, pH, acid.
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