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Introduction 

Les bactéries lactiques (LAB) constituent un groupe hétérogène de bactéries 

gram-positives unies par une constellation de caractéristiques morphologiques, 

métaboliques et physiologiques (SALMINEN et al., 2012). Les LAB occupent une 

place importante dans l'alimentation. Elles sont responsables de la fermentation de 

produits alimentaires, qu'ils soient d'origine carnée, laitière ou végétale (GARRY, 

1999). Elles colonisent de nombreux produits alimentaires comme les produits laitiers, 

la viande, les végétaux et les céréales et elles font partie de la flore intestinale et 

vaginale humaine ou animale (ROMEO et al., 2001). 

Plusieurs bactéries lactiques synthétisent et excrètent des polysaccharides qui 

peuvent être utilisés comme bio-ingrédients fonctionnels permettant de remplacer 

d‟autres agents polysaccharidiques tels que les carraghénanes, les alginates ou la 

gélatine. Ainsi, à l‟aide de ces bactéries, il est possible de fabriquer des produits laitiers 

fermentés avec un comportement rhéologique amélioré et en même temps de répondre à 

une forte demande des consommateurs pour des produits naturels sans additives 

(DIRK, 2002). 

Les EPS microbiens sont des polymères biosynthétiques ou biopolymères 

définis par GEESEY (1982) comme étant des « substances polymériques 

extracellulaires d‟origine biologique qui participent à la formation des agrégats 

microbiens ». D‟autre auteurs tels que CHARACKLIS et WILDERER (1989) vont plus 

loin définissant les EPS comme des « polymères organiques qui sont souvent 

responsables dans les biofilms de la cohésion des cellules et de leur adhésion sur des 

substrats » (GARRIDO et al., 2002 ). 

Parmi les bactéries lactiques les plus utilisées en industrie laitière, les bactéries 

hétérofermentaires du genre Leuconostoc, qui produisent à partir du lactose de l‟acide 

lactique, de l‟acétate ou l‟éthanol et du dioxyde de carbone. Ces bactéries sont 

considérées comme des ingrédients technologiques essentiels dans la formation des 

ouvertures dans le fromage bleu à pâte persillée comme le Roquefort (PINCHON, 

1989; KIHAL, 1996; KIHAL et al., 1996; KIHAL et al., 2009). 

En technologie laitière, l‟importance de Leuconostoc est largement reconnue, 

même si leur physiologie et la génétique est moins développée que celle de Lactococcus 

.Elles sont souvent présentes dans les  ferments lactiques et dans l‟environnement laitier 
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et pourraient donc être considérées comme des bactéries lactiques non starter (NSLAB) 

au même titre que les lactobacilles mésophiles. (COGAN, 2002). 

Certains espèces de Leuconostoc ,en particulier Ln. mesenteroides est utilisé 

pour la production d'un polymère de glucose biodégradable connu sous le nom de 

dextrane qui a plusieurs applications industrielles ciblées des industries alimentaire, 

cosmétique, pharmaceutique et de forage pétrolier (KIM et DAY, 1994; LEATHERE 

et al., 1995; SHAMALA et PRASAD, 1995; SUTHERLAND et al., 1996). 

Le dextrane est produit au niveau industriel par la fermentation de milieux riches 

en saccharose. Plusieurs chercheurs ont optimisé les conditions de fermentation pour 

une production maximale de dextrane. Il a été signalé précédemment que le poids 

moléculaire et le rendement de la production de dextrane dépendaient de variables du 

processus telles que la température, le saccharose et la concentration d'accepteur 

(SANTOS, 1996; PEREIRA et al., 1998). 

L'objectif de ce travail est l'optimisation de production d'EPS produit par des 

souches de Leuconostoc isolées à partir de diverse produits laitiers traditionnelles 

Algérienne, et la quantification de dextrane produit par les souches performante. Dans 

ce cadre nous organisons cette étude comme le suivant: 

 Chapitre I: rappelle sur les bactéries lactiques et plus précisément le 

genre Leuconostoc, l'intérêt de ce genre y compris la production de 

dextrane. 

 Chapitre II: s‟intéresse aux approches méthodologiques et description 

des techniques qui ont servi la concrétisation de notre travail. 

 Chapitre III: reflète les résultats obtenus de différents tests 

d‟identification, ainsi que l'optimisation et la quantification d'EPS avec 

la discussion de tous ces résultats et leur comparaison avec les différents 

travaux réalisés traitant ce genre. 
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I. Etude bibliographique sur le genre Leuconostoc 

I.1. Généralité sur les bactéries lactiques 

 I.1.1. Historique 

Les bactéries lactiques sont très anciennes, apparues avant les cyanobactéries, il 

ya près de 3 milliards d'années. Elles sont utilisées par les producteurs de lait depuis 65 

millions d'années (DRIDER et PREVOST, 2009). 

En 1856, pasteur découvre des microorganismes contaminants, responsables 

d'un accident de fermentation de jus de betteraves dans une distillerie du nord de la 

France. Il vient de découvrir les bactéries lactiques, une classe de microorganismes 

étroitement liés à l'activité humaine, et qui aujourd'hui encore ne cesse pas de s'élargir 

(MATAMOROS, 2008). La première culture pure était des Bacterium lactis 

probabelement des Lactococcus lactis, obtenue par LISTER en 1873( GUIRAUD, 

2003; LIMSOWTIN et al., 2004). 

I.1.2. Définition 

Le terme des bactéries lactiques a été défini par Orla-Jensen ,en 1919, et réunit 

plusieurs genres, qui ont la faculté à fermenter les glucides en produisant de l'acide 

lactique à partir de l'hydrolyse du lactose, et de la fermentation du glucose et/ou du 

galactose.(KLEIN et al, 1998). Ce sont des cocci ou des bâtonnets à Grams positive, 

immobiles, asporulées, non pigmentées, aéro-anaérobies facultatives ou micro-

aérophiles, auxotrophes (DRIDER et PREVOST, 2009), elles ont exigeante en facteurs 

de croissance, acides aminés, peptides, bases pyriques et pyrimidiques, des vitamines B 

et des acides gras. C'est la raison qui explique leur abondance dans le lait (NOVEL, 

1993), elles sont chimio-organotrophes, ne possédant ni catalase, ni nitrate réductase, ni 

cytochrome oxydase, à l'exception de quelque souche qui possèdent une pseudo catalase 

et peuvent apparaître catalase positives.(GUIRAUD, 1998).  

Elles ne produisent pas d'indole, ni de sulfure d'hydrogène et ne liquéfiant pas la 

gélatine, seulement quelques espèces sont faiblement caséolytiques.(DeROISSART et 

LUQUET, 1994). Le contenu en GC de leur ADN varie de 33 à 54%, ce qui les classe 

dans les bactéries à faible pourcentage de GC ( MATAMOROS, 2008). 

Les bactéries lactiques sont généralement mésophiles, certaines sont 

psychrotolérantes ou thermotolérantes. Elles se développent majoritairement à pH 4 - 

4,5 et certaines sont encore actives à pH 3,2 ou à pH 9,6. Elles ont des tolérances très 
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variables vis-à-vis du sel. Elles possèdent une faible activité protéolytique et 

lipolytiques (BALIARDA, 2003). 

I.1.3. Classification 

De nombreuses classifications des bactéries lactiques ont été proposées. Parmi 

elles:  

 Classification selon la composition de la paroi cellulaire bactérienne 

(D’AMBROSINI et al., 1996), incluant la nature des acides gras (GILAROVA 

et al., 1994).  

 Une autre classification, basée sur les différents modèles de fermentation du 

glucose définit 3 groupes par Orla-Jensen: 

Le groupe I : renferme les bactéries réalisant exclusivement l'homofermentation. Ce 

groupe comporte majoritairement des Lactobacillus. 

Le groupe II: inclut les bactéries réalisant l'hétérofermentation et regroupe les  

Leuconostoc, les Oenococcus, les Weissella et quelques espèces appartenant au genre 

Lactobacillus. 

Le groupe III: regroupe quant à lui quelque espèces appartenant au genre 

Lactobacillus et la majorité des espèces appartenant au genre Enterococcus, 

Lactococcus et Streptococcus. Ce groupe présente une position intermédiare entre le 

groupe I et groupe II réalisant ainsi l'homofermentation ou l'hétérofermentation selon 

les conditions environnnementales (MCLEOD et al., 1995). 

En général, les genres qui composent le LAB sont Lactococcus, Streptococcus, 

Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus, Aerococcus, Enterococcus, 

Oenococcus, Bifidobacterium, Carnobacterium, Vagococcus, Tetragenococcus et 

Weisella (SALMINEN et al., 2012).  

I.2 Genre Leuconostoc  

I.2.1. Historique 

Leuconostoc est un genre de bactéries lactiques. Leur première description a été 

proposée en 1878, par Van Tieghem (GARVIE, 1986),  l'isolement des  premières 

souches de Leuconostoc produisant du dextrane à partir de saccharose présenté dans le 

milieu provient des accidents apparus dans les sucreries. 

En 1918, EVAN trouva que les especes du genre Leuconostoc ont le caractère 

hétérofermentaire, donc ils sont capables de produire de CO2 à partir du glucose, et 

celui-ci a été confirmé par HUCKER en 1928 (DEVOYOD et POULLAIN, 1988 ). 
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En 1919, une étude sur les bactéries lactiques a été réalisée par ORLA-JENSEN 

dans laquelle le genre Betacoccus a été séparé du genre Streptococcus et leur nom vient 

des betteraves (Beta communis) d'où ils ont été trouvés. Puis, ORLA-JENSEN a trouvé 

pour la première fois et à partir de leurs résultats qu'il y a une relation entre les 

Leuconostoques produisant du dextrane (Betacoccus) et certains streptocoques 

producteurs  de l'acide lactique trouvé dans les produits laitiers. Ce genre a été séparé 

ensuite en deux  espèces par ORLA-JENSEN, il y aura B. arabinosaceus et B. bovis 

(DEVOYOD et POULLAIN, 1988). 

I.2.2. Définition 

Se sont des bactéries lactiques qui prend la forme de coccobacilles et se trouvent 

en paire ou en chaînette (DEVOYOD et POULLAIN, 1988), ils sont 

hétérofermentaires produisant uniquement de l'acide lactique, et ne produisant pas 

d'ammoniaque à partir de l'arginine. Leur température optimale de croissance se situe 

entre 25°C et 30°C, et leurs contenus G+C sont assez voisins ( 37à 45%) (GARVIE, 

1986). Leur croissance est toujours lente. Ils ne sont pas hémolytiques ni pathogènes. 

Ces espèces sont caractérisées par la production à partir du citrate du lait de diacétyle et 

parfois par la synthèse de dextranes et de lévanes extracellulaires en présence de 

saccharose (NOVEL, 1993). 

Les Leuconostoques peuvent être isolés à partir plusieurs denrées alimentaire 

tels que le lait et leurs produits, les légumes et essentiellement la betterave, les fruits et 

d'autres aliments fermentés (BEKHOUCHE, 2006). 

En général les Leuconostoques sont utiles dans différents types de fromages ou 

ils facilitent l'ouverture par la production de CO2. Ils interviennent aussi dans l'industrie 

laitière (beurre et crème) principalement les Ln. mesenteroides ssp.cremoris, ensilage et 

les végétaux fermentés (olives, choucroute, ets) (HEMME et FOUCAUD-

SCHEUNEMANN, 2004). 

I.2.3. Caractères généraux 

L'identification des caractéristiques spécifiques aux Leuconostoc a été basée sur 

des caractères phénotypiques et ceci est pour isoler ces bactéries, ainsi pour établir une 

distinction entre les espèces ou les sous-espèces (HANNACHI, 2008). Parmi ces 

caractères il existe: la tolérance à l'oxygène, la résistance à la salinité dans des 

différentes concentrations, la capacité de produire du CO2 et des substances 

aromatiques, le pouvoir fermentatif et la production des exopolysaccharides 

(GURTLER et MAYALL, 2001). 



Chapitre I:                                Généralité sur le genre leuconostoc   
 

 6 

A.  Caractére morphologique et culturaux 

Les leuconostoques sont des cocci mésophiles, à Gram positif, à catalase 

négative, non mobiles, aérotolérantes, obligatoirement hétérofermentatives, souvent 

ellipsoïdaux (BJÖRKROTH et HOLZAPFEL, 2006). 

Elles sont exigeantes sur le plan nutritionnel et nécessitent une source d‟acides 

aminés et de vitamines ainsi qu‟un glucide fermentable pour leur donner de l‟énergie. 

Habituellement, elles poussent bien dans les bouillons de Man, Rogosa et Sharpe, mais 

mal dans le lait, nécessitant souvent des suppléments de vitamines B, de minéraux et 

d'acides aminés pour la croissance. Les acides aminés spécifiques dont ils ont besoin 

sont l'aspartate, le glutamate, la valine, la leucine, l'isoleucine et en fonction de la 

souche, l'histidine, la méthionine, tryptophane, arginine et cystéine. Mg2+ et Mn2+ 

stimulent leur croissance. Les leuconostoques sont incapables de métaboliser l'arginine 

(LIU, 2016). Certaines espèces telles que Leuconostoc mesenteroides ne peuvent pas 

croître en absence d'ions minéraux, ce qui indique l'exigence absolue pour ces éléments 

(FOUCAUD et al., 1997). Le magnésium est le principal cation divalent des cellules 

vivantes. C‟est un activateur des différentes réactions métaboliques : division cellulaire, 

stabilisation des acides nucléiques ou hydrolyse peptidique (DESMAZEAUD, 1992). 

Le manganèse est essentiel pour la croissance En plus de son rôle de cofacteur de 

réactions enzymatiques, il permet chez certaines espèces de mieux tolérer l‟oxygène par 

l‟élimination de l‟ion superoxide (MONNET et al., 2008). 

Les leuconostoques se développent généralement en association avec les 

lactocoques dans le lait, bien que des souches de Ln. lactis peut se développer 

indépendamment et produire acide dans le lait. Ainsi, une relation de coopération 

semble exister entre les deux groupes de bactéries lactiques, bien que la nature de 

l'association n'a pas été élucidée, ce qui serait lié à l'activité protéolytique du 

lactocoque, libérant des acides aminés de protéolyse. Il peut également y avoir des 

associations physiques entre les lactocoques et les leuconostoques producteurs 

d‟exopolysaccharides (par exemple, Leuconostoc mesenteroides sous-espèce 

mesenteroides et sous-espèce dextranicum) sous l‟égide d‟exopolysaccharides (LIU, 

2016). 

Ln. lactis a une résistance thermique supérieure à celle des autres 

leuconostoques et peut survivre à un traitement à 60 °C pendant 30 min. Des milieux 

sélectifs en gélose contenant de la vancomycine ou de la tétracycline sont couramment 

utilisés pour isoler et énumérer les leuconostoques à partir de produits laitiers fermentés 
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et de cultures de levain à souches mixtes (LIU, 2016). Les colonies se développent 

habituellement seulement après 3 à 5 jours, elles sont lisses, rondes, blanche, grisâtre et 

moins de 1 mm de diamètre (HOLZAPFEL et al., 2009; SÄDE, 2011). Cependant, 

certains lactobacilles sont également résistants à la vancomycine. En présence de 

lactobacilles et/ou de levures, un milieu plus complexe contenant de la vancomycine, de 

la tétracycline, de l'azoture de sodium et de l'acide sorbique peut être utilisé pour isoler 

et dénombrer les leuconostoques (LIU, 2016). 

B.  Caractére biochimique et physiologique 

La croissance des Leuconostoc laitiers ne se fait qu'à un pH voisin au celui du 

lait et ne se développent plus à un pH acide (MC DONALD et al., 1990). Elles n'ont 

plus des cytochromes, ni catalase et ne dégradent pas de l'arginine, elles n'ont pas la 

capacité de réduire le nitrate (BRAHIMI, 2015). Ils sont chimio-organotrophes, 

anaérobies facultatifs, non protéolytique, et le lait n‟est généralement ni acidifié ni 

caillé. Bien que la croissance peut se produire à un pH de 4,5 les espèces sont non 

acidophiles et préfèrent un pH moyen initial de 6,5, les leuconostoques sont considérés 

comme des mésophiles psychrotrophes avec un optimale de croissance entre 14-30°C. 

Les limites de température pour la croissance varient selon les espèces et les souches 

allant de 1 à 10 °C et de 30 à 40 °C (HOLZAPFEL et al., 2009 ; SÄDE, 2011).  

I.2.4. Métabolisme des Leuconostoc  

Les Leuconostoques peuvent fermentés le glucose en donnant de l'éthanol 

(LEES et JAGO, 1976) et n'ont pas la capacité de métaboliser le citrate comme seule 

source d'énergie, elles ont besoin d'un sucre fermentescible (KEMPLER et 

McKAY,1980). Elles ont le pouvoir de produire des exopolysaccharides tel que le 

dextrane qui est un homopolysaccharide produits par les Leuconostoques en utilisant le 

saccharose comme substrat spécifique et en absence de ce sucre ces bactéries continuent 

de croître mais perdent leur capacité à fabriquer des polysaccharides (ROBYT et 

WALSETH, 1978). Cette propriété de production de dextrane à partir du saccharose est 

un caractère spécifique pour différencier l'espèce de Leuconostoc (GARVIE, 1984). 

I.2.5. Taxonomie des Leuconostoc  

Les analyses génétiques ont montré que le groupe des Leuconostoc comprend 

trois lignées: ‹‹Leuconostoc sensu stricto››, ‹‹Leuconostoc paramesenteroides››, 

‹‹Leuconostoc œnos››. La découverte de ces lignées était la principale raison de deux 

propositions de reclassements: le genre Weissella a été associé à Ln.paramesenteroides 

et le genre œnococcus a été associé à Ln.œnos. Les anciennes espèces aussi Ln.cremoris 
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et Ln.dextranicum ont été classées comme des sous-espèces appartiennent à l'espèce Ln. 

mesenteroides avec l'ajout d'une troisième sous-espèce mesenteroides (BJORKROTH 

et HOLZAPFEL, 2006). 

Le genre Leuconostoc a été classé dans la famille Streptococaceae jusqu'à 

l'année 2005 ou une nouvelle famille Leuconostocaceae a été proposé dans BERGY's 

Manual of Systematic Bacteriology. Cette nomenclature ne pouvait pas être validement 

publiée car aucune description de la famille n'était proposée, jusqu'à 2009, dans la 

deuxième édition du BERGY's Manual of Systematic Bacteriology (SCHLEIFER, 

2015). Le genre Fructobacillus a été validement publié en septombre 2008. Leurs 

espèces, qui étaient classés dans le genre Leuconostoc, fermentent le glucose sans 

produire d'éthanol, contrairement aux autres genres de la famille (ENDO et OKADA, 

2008). Depuis la première classification du genre Leuconostoc, la taxonomie n'a pas 

cessé d'évoluer. Au fur et a mesure que les connaissances progressent, leur classification 

change pour s'adapter aux nouvelles connaissances scientifiques. Le genre Leuconostoc 

renferme 12 espèces (mesenteroides, lactis, pseudomesenteroides, carnosum, gelidum, 

fallax, citreum, gasicomitatum, kimchi, , inahae, holzapfelii et palmae). L'espèce 

Ln.mesenteroides est la plus employée en industrie agro-alimentaire, cet espèce 

comprend trois sous-espèces (subsp.mesenteroides, subsp dextranicum et 

subsp.cremoris) (HOLZAPFEL et WOOD, 2014). 

I.2.6. Rôle de Leuconostoc 

I.2.6.1. Rôle dans la technologie laitière 

A. Amélioration de la structure du fromage par la production de CO2 

Les bactéries du genre Leuconostoc sont considérées comme des ingrédients 

technologiques essentiels dans la formation des ouvertures dans le fromage bleu à pâte 

persillée comme le Roquefort, due à la production de dioxyde de carbone qui se forme à 

partir de deux substrats distincts : le lactose et l‟acide citrique. La stabilité de ces 

ouvertures dépend de la cinétique de la production de CO2 par les Leuconostoc. Ces 

ouvertures facilitent le développement, la croissance et l‟installation correcte de 

Penicillium roqueforti (PINCHON, 1989; KIHAL, 1996; KIHAL et al., 1996; 

KIHAL et al., 2009). 

B. Utilisation des Leuconostoc comme levains d'arôme 

Les composés principaux liés à l'utilisation du Leuconostoc dans l'industrie 

laitière sont le diacétyle, l'acétate et l'ethanol contribuant également à la formation 

d'arôme. 
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La culture pure de Leuconostoc utilisent le citrate très rapidement, par contre elle 

ne produisent du diacétyle et de l'acétoine que tardivement, lorsque le milieu est devenu 

suffisament acide( HEMME et FOUCAUD-SCHEUNEMANN, 2004), c'est pourquoi 

les Leuconostoques sont toujours utilisés dans des levains mixtes en association avec 

des bacteries lactiques acidifiantes, notamment des Lactocoques (ANDRE et JEAN-

CLAUDE, 2006). 

Les leuconostoques rentrent dans la composition de la flore bacterienne des 

levains lactiques mésophiles subdivisent les levains mixtes en quatre groupes selon leur 

composition en bactéries d'arôme: 

 Les levains du type B (B comme Betacoccus) contiennent des Leuconostoques 

producteurs d'arôme tels que Ln.cremoris, Ln.dextranicum et/ou Ln.lactis; 

 Les levains du type D contiennent S.lactis subsp. diacetylactis comme 

producteur d'arôme; 

 Les levains du type BD contiennent à la fois des Leuconostoques et S.lactis 

subsp. diacetylactis comme producteurs d'arôme; 

 Les levains du type N ou O ne contiennent pas de bacteries aromatiques. (LIU, 

2016).  

Parmi les différentes espèces de Leuconostoc, La sous-espèce Ln. mesenteroides 

est probablement la plus utilisée dans le secteur des produits laitiers. Ceci est dû à sa 

large utilisation en tant que producteur d'arômes dans l'industrie laitière pour différents 

types de lait fermenté (ZAROUR et al., 2018). 

C. Utilisation des Leuconostoc pour éliminer certains défaut de gôut  

Une petite quantité d'acétaldéhyde est reconnue comme participant à l'obtention 

d'un bon arôme, par contre un excès ou une surproduction de ce composé, qui peut être 

produit par les ferments dans le beurre et les laits fermentés, par rapport au diacétyle 

provoque un défaut dit de « vert » ou d‟« acre ». Il est possible d'éliminer le défaut de « 

vert » d'une culture de BL en utilisant les leuconostoques; mais pour cela il est 

nécessaire d'en ajouter une grande quantité dont l‟activité est maximale pour 

Ln.mesenteroides subsp. cremoris (HEMME et FOUCAUD-SCHEUNEMANN, 

2004). Les leuconostoques peuvent utiliser l'acétaldéhyde comme accepteur d'électrons, 

en le réduisant en éthanol (HOLLET et LIU, 2011). 
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I.2.6.2. Rôle des Leuconostoc dans les aliments 

A. Utilisation de Leuconostoc comme probiotique 

les souches de Leuconostoc ne colonisent pas le tractus intestinal mais peuvent 

survivre pendant le temps limité de transit. On s'attend donc à ce que leur effet sur l'hôte 

par des actions bactériennes soit faible, sauf lorsqu'elles seront ingérées à des 

concentrations cellulaires élevées. Des études de la lutte contre la diarrhée chez les 

enfants par l‟ingestion des laits fermentés a révélé que le yaourt Indien contenant 108 de 

Lc. lactis et Ln. mesenteroides réduit la durée moyenne de la diarrhée de 3 jour 

(HEMME et FOUCAUD-SCHEUNEMANN, 2004). 

B.  Production de mannitol 

Le mannitol est un sucre à faible teneur en calories, qui peut remplacer le 

saccharose, lactose, glucose ou fructose dans les produits alimentaires, il est métabolisé 

indépendamment de l'insuline et il est également présent dans les produits alimentaires 

destinés aux diabétiques. Ln.pseudomesenteroides et Ln.mesenteroides sont connus par 

leur capasité de produire la mannitol à partir de la fermentation de fructose(HEMME et 

FOUCAUD-SCHEUNEMANN., 2004). Le mannitol est bien connu aussi pour sa 

capacité à augmenter le passage du potassium et du saccharose du sang vers le cerveau 

(SIL et al., 2016). 

C. Production de vitamine 

Les souches de Ln.mesenteroides productrices des quantités importantes de 

ménaquinones (vitamine K2) ont été utilisées comme des starters dans les produits 

alimentaires notamment, les produits laitiers ou comme des suppléments diététiques afin 

de prévenir et lutter contre les maladies de carence en vitamine K. actuellement, la 

production de folate (vitamine B9) a été rapporté dans Ln.lactis et W.paramesenteroides 

(HEMME et FOUCAUD-SCHEUNEMANN, 2004). 

D. Production des substances antimicrobiennes 

Les BL sont très connus par la production d'une variété de composés 

antimicrobiennes tel que: l‟acides lactique, l‟acide acétique, l'acide formique, l'acide 

propionique, les bactériocines, le peroxyde d'hydrogène, le diacétyle, la réutérine et 

dioxyde de carbone et diverses substances inhibitrices. Cette propriétée est utilisée dans 

l'industrie agroalimentaire pour la bioconservation, en utilisant une microflore naturelle 

contrôlée et/ou leurs produits antimicrobiens. (DORTU et THONART, 2009 ; 

PAPAGIANNI, 2012a). Plusieurs études ont montré que les espèces appartenant au 

genre Leuconostoc, principalement Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides, peuvent 
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inhiber la croissance de plusieurs bactéries pathogènes vu leur capacité á produire les 

acides organiques, le diacétyle et les bactériocines comme dont la plus connue est la 

mesenterocine Y105 produite par Ln. mesenteroides (HOLLET et LIU, 2011).  

E. Production d'exopolysaccharides (EPS)  

Les souches de Leuconostoc peuvent produisent des exopolysaccharides, tels 

que le dextrane, un homopolysaccharide qui a divers utilisations dans les industries 

alimentaire, pharmaceutique, médicale ou de forage pétrolier (AMAN et al, 2012). 

Dans l'industrie alimentaire, il est ajouté aux produits de boulangerie et à la confiserie 

pour améliorer rétention d‟humidité et d‟augmentation de la viscosité, de la rhéologie et 

de la texture (PEREZ-RAMOS et al., 2015). Bien qu'ils n'ayant pas de gôut propre, les 

EPS de LAB a ugmentent le temps de séjour des produits laitiers dans la bouche et 

confèrent ainsi une perception améliorée du gôut (VIJAYENDRA et al., 2008). 

L‟augmentation de la viscosité des aliments contenant des PSE peut augmenter le temps 

de les laits fermentés ingérés restent dans le tractus gastro-intestinal et sont donc 

bénéfiques pour colonisation transitoire par une bactérie probiotique (HEMME, 2012). 
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II. Caractérisation de dextrane 

II.1. Définition de Dextrane 

Le mot dextrane a été utilisé pour la première fois en 1874 par SCHEIBLER et 

celà pour étudier la nature du composé responsable de l‟apparition d‟une certaine 

viscosité dans les jus de betterave sucrés (SCHEIBLER, 1874), le comportement que 

Pasteur en 1861 (PASTEUR, 1861) l‟avait déjà attribué à l'action des microorganismes. 

Plus tard, en 1878, Van Tieghem a isolé le microorganisme responsable de la 

gélification et l'a nommé Betacoccus mesenteroides. Hestrin, Averini-Shapiro et 

Aschner (1943) ont nommé l'enzyme extracellulaire correspondant á la production du 

dextrane comme dextrane-saccharase (VANDTORI et al., 2012). 

Le dextrane est un HoPS d‟une masse moléculaire élevée (VANDTORI et al., 

2012), formé d'unités de glucose dont l'allongement des chaines est catalysé par la 

dextrane-sucrase. La biosynthèse du dextrane a été mise en évidence chez de 

nombreuses bactéries, notamment chez les Streptococcus mutans, chez les Leuconostoc 

mesenteroides ssp mesenteroides et chez les Leuconostoc mesenteroides ssp. 

dextranicum (Office européen des brevets, 1998), Lactobacillus  et Weissella. Parmi 

tous les micro-organismes producteurs de DS, le plus étudié et utilisé est Leuconostoc 

(FLÓREZ GUZMAN et al, 2018). Les Leuconostoques produisent l'enzyme, la 

dextrane-sucrase, et la sécrètent dans le milieu de culture en présence de saccharose 

(Office européen des brevets,1998). Leuconostoc mesenteroides et Leuconostoc 

dextranicum produisent des dextranes avec un pourcentage élevé (95%) de liaisons α-

(1,6) dans sa chaine principale et différents types de ramifications, principalement α-

(1,3), mais aussi α-(1,2) ou α-(1,4) faible pourcentage (5%) (SAVADOGO, 2004), la 

fréquence et le type de liaison dépendent de la nature de l'enzyme et du type de 

microorganisme. La production de dextrane et d‟enzymes est concomitante à la 

fermentation en présence de saccharose, formant un complexe enzyme-dextrane 

conduisant à des viscosités élevées et à des agrégats de polymères, rendant plus difficile 

la purification et la caractérisation du produit (FLÓREZ GUZMAN et al., 2018). Le 

dextrane synthétisé par L. mesenteroides NRRL B-512F a été l'un des premiers 

biopolymères fabriqués industriellement par diverses applications en biotechnologie et 

en médecine contenant 95% des liaisons α-(1,6) et 5% des ramifications α- (1,3) 

(KORAKLI et VOGEL, 2006).  
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Les gènes d'enzymes responsables de la formation d'homopolysaccharides ne 

font pas partie d'opérons. Ces enzymes sont extracellulaires ou localisées sur la face 

externe de la membrane cytoplasmique(SAVADOGO, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure1: Représentation schématique de la structure générale du dextrane 

synthétisé à l’aide de la bactérie Leuconostoc mésentéroides et constitué d‟un 

enchaînement d‟unité α-D-glucopyranose lié par des liaisons chimiques en α-(1 → 6) et 

d‟une ramification en α-(1 → 3) (COVIS, 2011). 

II.2. Dextrane sucrase: 

En ce qui concerne la biosynthèse HoPS, ces polymères sont principalement 

synthétisé de manière extracellulaire à partir d'une molécule de saccharose existante, qui 

agit en tant que donneur du monosaccharide correspondant et transférer la molécule sur 

le réduction du glucane ou du fructane par action d'un seul type d'enzyme extracellulaire 

soit désirée glycosyl hydrolase (GH). Ainsi, les α-glucanes et les β-fructanes sont 

formés par les glucanes sucrases (GS; GH family70) et fructan sucrases (FS; GH 

family68), respectivement (TORINO et al., 2015). 

Les dextrane-saccharases (EC 2.4.1.5) (DS) sont GS qui appartiennent à la 

famille GH70 (NAESSENS et al., 2005). Dextransucrase (saccharose: 1,6-α-D-glucane 

6-α-glucosyltransférase EC(2.4.1.5) est une enzyme qui catalyse le transfert de l'α-D-

glucopyranose résidus de saccharose (S) à des accepteurs de faible poids moléculaire 

formant des oligos et des polysaccharides. Le principal produit de réaction du DS est le 

dextrane, ainsi que la libération de fructose (F) sous forme de déchet  (FLÓREZ 

GUZMAN et al., 2018). dans la réaction chimique suivante (VANDTORI et al., 2012):  

Saccharose n → D-fructose + dextrane (D-glucose)n+1  
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La DS est produite principalement par quatre genres de bactéries lactiques (LAB) 

Leuconostoc, Streptococcus, Weissella et Lactobacillus. La plupart de ces 

microorganismes sont induits par le saccharose pour la production de DS, à l'exception 

de Streptococcus où l'enzyme est habituellement constitutive (FLÓREZ GUZMAN et 

al., 2018). Ces enzymes peuvent être sécrétées dans le milieu ou restent attachées à la 

surface cellulaire (VETTORI et al., 2012).  

Les dextranes ne peuvent pas être synthétisés par les dextrane-saccharases en 

utilisant un autre substrat naturel que le saccharose. D'autres carbohydrates tels que le 

glucose, le fructose, le mannose et le lactose, conduisent à la croissance microbienne, 

mais pas la production de la dextrane-saccharase chez les espèces de Leuconostoc 

(ROBYT, 1985). L‟énergie entre la liaison joignant les molécules de glucose et de 

fructose (16,7 à 20,9 kJ mol-1) est utilisée pour la synthèse de dextrane sans aucune 

nécessité á des molécules d‟ATP ou d'autres co-facteurs. En présence d'un accepteur 

efficace, tel que le maltose et isomaltose, les dextrane saccharases synthétisent les 

oligosaccharides (RUIZ-MATUTE et al., 2011). Par exemple, Ln. mesenteroides 

NRRL B-1299 en présence du maltose synthèse des oligosaccharides liés avec des 

liaisons α- (1,2), qui sont très résistantes à l'attaque par les enzymes digestives et ils ont 

aussi utilises comme des prébiotiques (REMAUD-SIMEON et al., 2000). Lorsque des 

taux élevés de saccharose sont utilisés pour la production de dextrane, la viscosité de la 

culture affecte la croissance cellulaire et, par conséquent, la production d'enzymes et la 

séparation des cellules bactériennes sont entravées. Les études ont montré que le 

saccharose à 2% (p/v) était la concentration adéquate pour une production optimale de 

la dextrane-saccharase (VETTORI et al., 2012). 

II.3. Production  de dextrane 

Le dextrane-saccharase de Leuconostoc mesenteroides catalyse la synthèse de 

dextrane, polymère de glucose à partir du saccharose (DOLS, 1996) au microscope 

électronique BROOKER (1977) a montré que la paroi cellulaire de Ln. mesenteroides 

qui présente la structure classique à trois couches des bactéries Gram-positives lorsque 

ce microorganisme est cultivé en bouillon MRS  est modifiée en présence de 

saccharose. Après deux heures de contact, il se forme une couche uniforme à la surface 

de la paroi cellulaire (110 à 130 nm d'épaisseur). Pour 85 à 90 % des cellules 

maintenues en présence de saccharose aucun changement apparent n'est notable, par 

contre les autres cellules commencent à accumuler des dextranes capsulaires insolubles 

à la surface de cette couche uniforme. Après 18 heures, ces cellules produisent une 
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capsule (diamètre maximum 6 µm) composée principalement d'un ample réticulum de 

filaments fins. Pour BROOKER (1976) la couche extérieure dérive du dextrane 

globulaire de la capsule selon un processus de dispersion. Cette couche superficielle des 

cellules croissant en présence de saccharose, représente un complexe dextrane fixé à la 

cellule. Les cellules ne présentant pas cette capsule produisent du dextrane relativement 

soluble ce qui avait été déjà noté par SMITH (1970) (DEVOYOD et POULLAIN ., 

1988 ). 

D'après GARVIE (1984), Ln. mesenteroides se développe bien sur milieu 

contenant du saccharose et forme de grandes quantités de dextrane, tandis que Ln. 

dextranicum est moins actif et forme seulement de petites quantités de dextrane. Selon 

DEVOYOD et POULLAIN (1988) deux types de colonies été observées sur le milieu 

au saccharose de MAYEUX,SANDINEet ELLIKER(1962): 

a) de grosses colonies gluantes, devenant rapidement confluantes au fur et à mesure que 

l'incubation se prolonge ; 

b) de petites colonies (2 mm environ de diamètre) bombées et adhérant fortement à la 

surface de la gélose. 

COT et ROBYT(1983) ont montré qu'il est possible pour Ln. mesenteroides de 

produire des dextranes de structure et de composition très différentes d'autant qu'il 

existe une relation biosynthétique entre les dextranes solubles et les dextranes insolubles 

produits par une même souche de Ln. mesenteroides et que la dextranesucrase de ce 

microorganisme peut prendre des formes multiples. La production de dextrane à partir 

de saccharose est un caractère important de différenciation des espèces de Leuconostoc. 

Pederson et Albury (1955) ont montré que des souches de Ln. mesenteroides non 

productrices de dextranes, souches isolées de choucroute, retrouvaient ce caractère après 

plusieurs repiquages en milieux acides contenant soit du jus de tomate, soit du jus 

d'orange. Inversement, des souches productrices de dextrane perdaient ce caractère 

après plusieurs repiquages successifs dans des milieux de concentration croissante en 

chlorure de sodium (les dextranesucrases de Leuconostocs sont inductibles) 

(DEVOYOD et POULLAIN ., 1988 ). 

II.4. Conditions de la production de dextrane 

II est important de se rappeler que la production d'un EPS dépend d'abord de la 

souche étudiée et peut varier d'une souche à l'autre dans le même genre bactérien, même 

si la majorité des bactéries mucoïdes peuvent produire des EPS dans n'importe quel 
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milieu, la production peut être optimisée sous certaines conditions dans certains milieux 

définis, ces conditions sont résumés dans le tableau suivante: 

Tableau 01: Condition d'optimisation de production de dextrane (ZAROUR, 2018; 

VETTORI et al., 2012) 

Condition de culture Production  de dextrane 

Milieu de culture Concentration adéquate en saccharose 

Source d'azote (peptone) 

Phosphate 

Oligo-minéraux 

Facteurs de croissance 

pH 6,7 – 7,2 

Température 25 ° – 30 C° 

 

II.5. Application de dextrane  

Dextrane a diverses applications dans les industries pharmaceutique, chimique et 

alimentaire (FLÓREZ GUZMAN et al., 2018) en raison de leurs propriétés 

physicochimiques exceptionnelles. Il est notamment utilisé en biochimie comme 

support pour la chromatographie par filtration sur gel du type Sephadex. De plus, dans 

le domaine thérapeutique, il est utilisé comme succédané du plasma sanguin (OFFICE 

EUROPEEN DES BREVETS,1998), Sa présence dans les aliments améliore les 

propriétés rhéologiques et organoleptiques des produits fermentés (tels que les produits 

laitiers) dont ils ont plusieurs usages. Les dextranes ont également été utilisés comme 

additifs dans des produits tels que les bonbons et les crèmes glacées. L'incorporation de 

dextrane dans les produits de boulangerie améliore la douceur, la texture des miettes et 

le volume du pain. Les niveaux d'utilisation ne dépasseront pas 5% sur la base du 

produit final (EUROPEAN COMMISSION, 2000) Il a été utilisé comme stabilisant 

pour la confiserie où sa présence empêche la cristallisation, améliore la rétention 

d'humidité, augmente la viscosité et maintient la saveur. Son utilisation est également 

proposée dans les boissons gazeuses, les boissons á base du lait et les compositions de 

glaçage. Comme substance comestible non toxique, le dextrane est considéré comme 

ayant de nombreux avantages par rapport aux autres stabilisateurs de crème glacée. Des 

essais effectués sur des mélanges de crème glacée contenant de 2 % à 4 % de dextrane 

ont indiqué qu'ils conféraient des propriétés bénéfiques à la viscosité. Les propriétés 
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favorables du dextrane pour la stabilisation des aliments lyophilisés ou congelés comme 

les poissons, la viande, les légumes et le fromage. La protection des surfaces avec un 

film de dextrane pourrait protéger les aliments de l'oxydation et d'autres changements 

chimiques et aussi aider à préserver la texture et la saveur (BHAVANI et NISHA, 

2010), et utilisé aussi comme un  prébiotique, entre autres (FLÓREZ GUZMAN et al., 

2018). 

Dans le domaine médical, le dextrane est utilisé pour son effet antithrombotique, 

son activité anticoagulante (le sulfate de dextrane) et antiviral, son usage dans les 

fluides intraveineux, son rôle dans la cryopréservation pour stocker les organes pour la 

transplantation et comme porteurs dans des vaccins. En plus, le fer-dextrane est utilisée 

pour lutter contre l'anémie ferriprive (MAURAY et al., 1998). En industrie 

photographique, les fractions de dextrane hautement purifiées sont largement utilisées 

comme un amplificateur des techniques et la qualité d'imagerie. Dans le domaine de 

production de cosmétique, le dextrane est aussi impliqué dans la production des crèmes 

et des produits de soins de la peau comme un agent hydratant et épaississant 

(BHAVANI et NISHA, 2010). 
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I. Matériel et Méthodes 

I.1. Lieu d'étude 

Ce travail a été réalisé au niveau des laboratoires de microbiologie appliqué de la 

faculté des sciences de la nature et de la vie, université de Kasdi Merbah - Ouargla. Il 

consiste d‟une part à l'isolement et l'identification des souches Leuconostoc à partir 

différents produits laitier, et d‟autre part la caractérisation des EPS (dextrane) produit 

par quelques souches productrice sélectionnée, cette expérience a été effectuée durant la 

période du 10 Février jusqu'à 09 Mai 2019. 

I.2. Provenance des échantillons 

Notre étude est basée sur l'isolement des bactéries du genre Leuconostoc à partir 

de plusieurs échantillons des différents produits laitiers, ces échantillons proviennent de 

la région d‟Ouargla à l'exception du lait de vache qui a été collecté de la région de 

Batna. La date des collections, le nombre, le type et la provenance des échantillons est 

citée dans le tableau suivant: 

Tableau 02: la provenance de divers échantillons collectés 

Echantillon Date de collection Provenance Nombre 

lait de chamelle 11-20 /02/2019 
Ouargla 

(acheté) 
2 

lait de chèvre 
9-11-15-16- 18 

/02/2019 

Taibet, 

Touggourt, 

Elbour 

Ouargla 

5 

lait de vache 15/02/2019 
Batna 

(ferme) 
1 

lait de brebis 11/02/2019 Ouargla 1 

Dhan 16/02/2019 
Taibet 

Elbour 
2 

Klila 15/02/2019 
Touggourt 

(acheté) 
1 

J'ben 16-18/02/2019 
Ouargla 

(acheté) 
2 

 

 

I.2.1. Prélèvement de lait 

Le lait cru doit être traité avec un grand soin afin d'éviter tout risque de 

contamination qui peut influencer sur la flore lactique et ceci par la réalisation du 

prélèvement en enfilant des gants et lavant les trayons avec une serviette propre, tirer 
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quelques jets de lait pour réduire le nombre de bactéries dans le canal du 

trayon(LÉVESQUE , 2004), ensuite désinfecter tout le trayon avec l'eau savonneuse, 

rincé avec l'eau de javel puis séché avec un coton hydrophile stérile (BENAZZOUZ, 

2012). Prélever du lait dans des flacons en verre de 250 ml stérile puis mettez les 

flacons dans la glace au font d'une glacière pour conserver le lait au cours de transport 

au laboratoire dans un température 4C°(LÉVESQUE , 2004) . 
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Figure 02: Schéma représentatif du protocole de cette étude  
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I.3. Préparation des échantillons 

I.3.1. Lait 

Après homogénéisation d'échantillon du lait (agitation pendant 10 secondes). 

Prélever aseptiquement 1ml de lait à l'aide d'un pipette gradué ou micropipette stérile et 

introduit dans un tube contenant 9ml de l'eau physiologique peptonée, agiter puis 

transférer 1ml de cette première dilution dans le deuxième tube. De même façon on 

effectuer des dilutions décimale jusqu'à 10¯³ (BENAZZOUZ, 2012). 

I.3.2. Fromage, Dhan et Klila 

Une quantité de 5g de chaque échantillon est broyée avec 45ml d'eau 

physiologique peptonée stérile. Après agitation au mortier ou vortex jusqu'à 

l'homogénéité, des dilutions décimales jusqu'à 10¯³ sont réalisées 1ml des trois 

dernières dilutions est prélevé et ensemencé en profondeur dans le milieu MRSv 

(BADIS et al., 2005). Toutes les boites sont incubées en anaérobioses à 30°C pendant 

48h à 72 h (MATHOT et al., 1994; KHEDID et al., 2006). 

I.4. Isolement et purification 

I.4.1. Isolement 

Pour l'isolement des souches Leuconostoc nous avons utilisés un milieu sélectif, 

le milieu MRS avec l'adition d'un antibiotique la vancomycine (2mg/ml) pour inhiber et 

ralentir la croissance des autres genres des bactéries Gram positif (la plupart des 

bactéries lactique sont sensible à cette dose (BADIS et al., 2005) , on faire un 

ensemencement en masse à partir des dilutions (1ml de chaque dilution), en fin tout les 

boites sont incubés à 30C° jusqu'à la croissance. Les technique d'isolement sont basée 

sur l'obtention d'un clone, c'est-à-dire une culture issue d'une seule cellule 

(BENAZZOUZ, 2012). 

I.4.2. Purification  

Elle consiste à effectuer des repiquages successifs sur milieu MRS liquide et 

MRS solide utilisés alternativement jusqu'à l'obtention des colonies bien distinctes et 

homogènes (ZAROUR et al ., 2013), la purification des souches sur milieu gélosé se 

fait par la méthode des stries (BADIS et al., 2005). 

I.5. Pré-identification des isolats 

I.5.1. Coloration de Gram 

C'est une étape très important dans l'identification de genre (BADIS et al ., 

2004), elle est effectué sur des colonies ont des caractères morphologiques des souches 
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rechercher, elle permet de déterminer le type de ces bactéries et la morphologie des 

cellules (LARPENT, 1990).  

I.5.2. Recherche de la catalase 

 L'objectif de ce test est de faciliter la distinction entre les bactéries lactiques à 

catalase négative des autres souches non lactiques. 

La catalase est une enzyme respiratoire qui permet la dégradation du peroxyde 

d‟hydrogène en eau et oxygène: 

 

 

                2H2O2                              2H2O + O2  

La recherche de la catalase se fait par la mise en contacte d'une colonie bien 

isolée avec une goutte d'eau oxygéné (sur une lame). La réaction positive se traduit par 

un dégagement immédiat de bulles de gaz et le contraire est négatif (MARCHAL et al 

., 1991). Seules les bactéries à catalase négatif sont retenues. 

Ensuite, pour assurer une bonne continuité du travail, les souches doivent être 

conservées dans des conditions adéquates. 

I.6. Conservation des isolats 

La conservation d'une souche pure a comme but de maintenir ces souches pures 

à conserver viable, dans cette étude, deux types de conservation ont été réalisé:  

I.6.1. Conservation court terme (courte durée)  

Dont laquelle un ensemencement a été effectué sur gélose MRS incliné et incubé 

à 30°C, après l'apparition des colonies les cultures ont été maintenues sous une 

température de 4°C.  

I.6.2. Conservation longue terme (longue durée)  

Elle a été faite à partir des cultures sur milieu liquide et après une centrifugation 

à 8000 tours pendant 10 min les cellules ont été récupérées, un rinçage par l'eau distillé 

stérile a été fait avec une autre centrifugation. Le surnagent a été éliminé et un milieu de 

culture de conservation (03 ml de glycérol avec 06 ml de bouillon MRS) a été ajouté sur 

le culot, cette conservation a été effectuée en tubes eppendorf à une température de -

20°C (BADIS et al., 2005). 

 

 

 

Catalase                                                                            
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Figure 03: schéma résumé la méthode utilisée pour l'isolement et la purification des souches  

Incubation à 30C° 

pendent 24 à 48 h  
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I.7. Identification et caractérisation des isolats 

I.7.1. Tests morphologiques 

I.7.1.1. Examen macroscopique 

Cette étude est basée sur l'observation visuelle de la culture des isolats sur milieu 

MRS solide et liquide; pour caractériser la forme, la taille, la couleur, le conteur, et la 

position des colonies sur milieu MRS solide (en profondeur, en milieu ou à la surface) 

(BADIS et al., 2004). Et la trouble dans le milieu liquide. 

En effet les colonies des leuconostoques rependent généralement au critère 

morphologique suivant:  

Un diamètre compris entre 0.5 et 1 mm, lisses, d'une forme circulaire, blanche, 

grisâtre (HOLZAPFEL et al., 2009; SÄDE, 2011) et a contour régulier (BADIS et al., 

2005)  

I.7.2. Tests physiologiques 

I.7.2.1. Croissance à différentes températures 

La croissance bactérienne est évaluée par un trouble en milieu MRS après 5 

jours d'incubation à 4 °C, 10 °C, 37 °C et 42 °C (GUESSAS et KIHAL, 2004).  

Alors que la thermorésistante des bactéries a été tester au bain marie à 63°C/30 

minutes puis on a incubé a 30°C/24h à 48h (GUIRAUD, 1998). 

Ces testes vont nous aider à distinguer les souches mésophiles des thermophiles 

ainsi que thermorésistantes. 

I.7.2.2. Croissance à différents pH 

Après avoir une culture jeune des isolats (culture de 24h à 30C°), ces derniers 

ont été ensemencées dans un milieu MRS liquide à: pH 4.8, pH 6.5, pH 9.4 et incubé à 

30C° pendant 2 à 3 jours (GUESSAS et KIHAL, 2004). 

I.7.2.3. Résistance à la salinité  

L'habilité de croitre dans un milieu MRS liquide à contenant 3% et 6.5% de 

chlorure de sodium et incubé à 30C° avec un témoin MRS liquide sans sel pendant 2 à 3 

jours .(GUESSAS et KIHAL, 2004; BADIS et al., 2004). 

La croissance des bactéries est appréciée par l'apparition d'un trouble dans les tubes 

(LEVEAU et BOUIX, 1980). 

I.7.3. Tests biochimiques  

I.7.3.1. Recherche de type fermentaire 

Ce test permet de s'avoir le type du métabolisme (homofermentaire ou 

hétérofermentaire) par le quel le substrat carboné est transformé, et la production du gaz 
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à partir de la dégradation du glucose (HANSAL, 2015). Les souches isolées sont 

ensemencés dans un bouillon MRS contenant les cloches des Durhams, puis incubés à 

30C° pendant 24h. L'absence de gaz dans les cloches montre qu'il s'agit d'un 

métabolisme homofermentaire alors que la présence de gaz indique qu'il s'agit d'un 

métabolisme hétérofermentaire (BOUMEDIENE, 2013). Le type fermentaire de 

Leuconostoc est hétérofermentaire (le métabolisme de glucose produit des quantités 

équimolaires d'acide lactique, d'éthanol et de CO2 (HANSAL, 2015). 

I.7.3.2. Test de dégradation des sucres 

La dégradation de différents sucres permet de différentier entre les espèces et 

sous espèces de Leuconostoc. La fermentation des carbohydrates a été menée sur milieu 

MRS sans extrait de viande, sans sucre et additionné au bleu de bromothymole (BBT) 

comme indicateur de pH qui remplace le poupre de bromocrésol BCP (MRSBCP-EV). 

La source de carbone est représentée par l'un des sucres suivant : glucose, saccharose, 

lactose, maltose, fructose, galactose, esculine, mannitol, rhamnose, xylose, Arabinose et 

sorbitol (BADIS et al., 2004). 

Des solutions sucrés ont été préparer de 1g de chaque sucre avec 10ml de l'eau 

distillé stérile, le tout a été homogénéisé puis stérilisé à 100°C pendant 15 min au bain 

marie.  

Deux cultures jeunes de chaque souche ont été préparées, puis une centrifugation 

de chaque culture dans un tube d'eppendorf a été effectuée à 8000 tours pendant 10 min. 

Le culot a été récupéré et additionnée à l'eau distillée stérile puis une autre 

centrifugation a été réalisée pour éliminer les restes de milieu de culture et obtenir un 

culot cellulaire pur; ce rinçage est réalisé deux fois consécutives, et après, 01 ml de 

bouillon MRS.BCP a été ajouté sur le culot récupéré de dernière centrifugation et bien 

homogénéisé (HANSAL, 2015). 

L'ensemencement a été réalisé dans des microplaquettes contenant des puits, 

chaque ligne verticale comporte un sucre qui sera utilisé par différentes souches, chaque 

puits contient 200 µl de MRS.BCP avec 100µl de solution sucré et 100µl de suspension 

bactérienne, le tout a été recouvrir par une couche de huile de paraffine (BADIS et al., 

2005) 

Les microplaquettes ont été incubées à 30°C pendant 72h et vérifié chaque 24h 

(GUESSAS, 2006). Le résultat après, nous distinguons le virage de milieu de vert au 

jaune et cela indique que la souche lactique a put fermenter cette source de carbones 

lors de croissance (BAUER et al., 2005).  
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Figure 04: Protocole de test de fermentation des sucres 

Fermentation du sucre = virage au 

jaune de l'indicateur 

Culture bactérienne 

de 24 h 

Milieu MRS 

Milieu MRS - EV 

Suspension bactérienne (culot 

+ 01ml MRS.BCP-EV) 

Centrifugation 8000 

trs /15 min 

Rinçage 2 fois 

Ensemencement dans 

une microplaquette 

MRS.BCP - EV 

Surnageant  

sans extrait de viande 

sans sucre 

+Pourpre de bromocrésol 

+ solution sucré + MRS.BCP 

200 µl de milieu MRS.BCP 

200 µl de milieu MRS.BCP+ 100µl de solution 

sucré 

 

 

 

200 µl de milieu MRS.BCP+ 100µl de solution 

sucré +100µl de suspension bactérienne 

Le tout est recouvrit par une couche d'huile de paraffine 

Incubation à 30°C pendant 72h et vérifié chaque 24h 
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I.7.4. Tests biotechnologiques 

I.7.4.1. Recherche de l’Arginine déhydrolase (ADH) 

L'arginine déhydrolase (ADH) est une enzyme capable de dégrader l'arginine en 

ammoniac, et des amines (composés basiques) (HANSAL, 2015) mis en évidence par 

l'ensemencement des souches sur milieu M16 BCP après incubation à 30C°/ 24h en 

anaérobiose. Le virage de milieu de vert au jaune (car on a utilisé l'indicateur coloré le 

bleu de bromothymol) indique qu'il n'ya pas d'hydrolyse de l'arginine. Par contre les 

colonies de couleur blanches hydrolysent l'arginine (BOUMEDIENE, 2013). 

I.7.4.2. Production des substances arômatiques 

La production des substances arômatiques est une propriété spécifique aux 

bactéries lactiques dont laquelle le lactose, le citrate, les acides aminés ou les matières 

grasses sont utilisés comme substrat. Cette capacité de produire l'arôme est très 

importante lors de la fermentation des laits ou l‟élaboration des fromages frais, crèmes 

et beurre (DHOUIB, 2017). 

L'étude de ce caractère a été réalisée sur gélose KMK (KEMPLER et McKAY, 

1980) dont la seule source de carbone est le citrate qui va alcaliniser le milieu après leur 

utilisation par les bactéries. L‟ensemencement est effectué par stries sur la surface à 

partir d‟un milieu solide et incuber à 30°C durant 24h (GUIRAUD, 1998). 

I.7.4.3. Production de dextrane 

Le dextrane est un exopolysaccahride produit par quelques espèces du genre 

Leuconostoc ainsi que d'autre genres bactériens. La production du dextrane à partir du 

saccharose est mise en évidence sur milieu solide MSE (MAYEUX et al., 1962). Les 

souches productrices de dextrane sont caractérisées par la formation de colonies larges, 

visqueuses, gluantes. Ce test est aussi considéré comme clé d‟indentification permettant 

d'identifié les souches du Leuconostoc productrices et non de EPS. On à réaliser des 

ensemencements sur milieu MSE par des précultures de 18h et incuber à 30°C pendant 

24h à 48h (SANCHEZ et al, 2006). 

I.8. Caractérisation de dextrane 

I.8.1. Optimisation de la production d’exopolysaccharide: 

Le premier objectif de notre travail est de sélectionner des souches Leuconostoc 

sur la base d'une production abondante des EPS et pour ce là nous étudions tous d'abord 

l'influence des conditions culturaux sur la production et on fait la quantification par 

deux méthode: 1- l'observation de la taille des colonies, 2- degré de viscosité et le 

dosage par méthode phénol-sulfurique. 
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A partir des cultures jeunes des isolats (culture de 18h à 30C°), on les ensemence 

dans un milieu MSE solide à différentes concentration de glucose et dans un autre 

milieu avec différentes concentration d'extrait de levure (5g/l, 3g/l, 1g/l), les boites 

ensemencées sont incubées à 30C° pendant 48h. Aussi on les ensemence dans un milieu 

MRSs liquide à différentes concentration de saccharose 50 et 100 g/L, et on les incube à 

30C° pendant 72h. 

I.8.2. Extraction et Quantification de dextrane 

I.8.2.1. Extraction 

La quantification est réalisé en trois étapes: culture dans milieu MRSs liquide, 

précipitation par l'éthanol ou méthanol finalement la quantification 

A partir des cultures jeunes de 18h sur milieu MRS des cinq souches qui ont 

montré une bonne croissance et production d'EPS ( C2, C10, C12, C13, V67), on 

ensemence 3 ml et 100µl dans des tubes contient 10 ml du milieu MRSs de différent 

concentration de saccharose 50 et 100 g/L ( pour chaque concentration 02 tube, 

ensemencer avec un volume de 100µl et l'autre avec 3ml d'inoculum), ensuite incuber 

les tubes à 30 C° pendant 72h, pour déterminer l'influence de différent concentration de 

saccharose et le volume de l'inoculum sur le rendement en EPS.  

Après élimination des cellules par centrifugation 4000 trs pendant 20 min, les 

EPS présent dans le surnageant sont précipités dans trois volume d'éthanol ou de 

méthanol froid à 95% (v/v) et en incubant les échantillons à 4C° pendant une nuit. 

Une deuxièmes centrifugation été effectué 12000 trs/ 10 min à froid 4C°, rincé 

deux fois par l'acétone et centrifugé à nouveau à 12000 trs/ 10 min à froid 4C°. EPS 

ensuite séché à l'air libre, en fin pesé la quantité dextrane produite (MOOSAVI-

NASAB.et al., 2008; ZAROUR, 2018; GUANGBIN et al., 2019 (modifié)). 
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Figure 05: Protocole de l'optimisation de la production d'exopolysaccharide 
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Figure 06: Schéma de l'extraction et la quantification  des EPS 

produit par Leuconostoc dans un milieu synthétique 
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I.8.2.2. Dosage des EPS  

I.8.2.2.1. Principe 

Le principe de cette méthode repose sur le fait que l'ajout d'acide sulfurique 

provoque l'hydrolyse des polysaccharides. Les glucides en milieu acide sulfurique et à 

chaud sont déshydratés en dérivés du furfural, ces derniers se combinent facilement 

avec le phénol en donnant une coloration orangée. L'intensité de la couleur est 

directement proportionnelle à la quantité de sucre présent (dosage colorimétrique) et est 

directement mesurable par spectrophotométrie. La réaction est sensible et la couleur est 

stable dont de petites quantités de carbohydrates peuvent être détectées (ZAROUR, 

2018). 

I.8.2.2.2. Méthode de dosage  

Les EPS sédiments remis en suspension dans de l'eau distillée stérile et chauffés 

pendant 10 min à 30ºC pour faciliter la solubilisation. La teneur totale en sucres a été 

déterminée par la méthode phénol-sulfurique (DUBOIS et al., 1956).1 ml des solutions 

des EPS, 1 ml de phénol à 6% et 2,5 ml de l‟acide sulfurique (H2SO4) concentré sont 

ajoutés séquentiellement dans chaque tube (NACHER-VAZQUEZ et al., 2015). Les 

tubes sont mis au bain marie à 100°C pendant 15 min puis mis à l‟obscurité durant 15 

min (XU et al., 2010).  

Pour effectuer la quantification, l'absorption a été mesurée à 490 nm (A490nm) 

et les valeurs obtenues sont comparées avec celles de la courbe d'étalonnage obtenue 

avec des concentrations connues de D-glucose ci-dessous: 
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Figure (07): Courbe d'étalonnage de D-glucose représente des valeurs de A490 nm 

obtenues par la méthode phénol-acide sulfurique en fonction des concentrations 

connues de D-glucose. 
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II. Résultats et discussions 

II.1. Isolement et purification 

L'isolement de Leuconostoc réalisé sur milieu séléctif MRSv à partir différents 

produit laitiers ( lait de chèvre, lait de chamelle, lait de Brebis, lait de vache, Dhan, 

J'ben et klila), nous a permet de selectionner 155 souches ayant l'aspect des colonies 

recherchées (colonies de forme lenticulaire ou circulaire de petite taille de couleur 

blanchatre (MATHOT et al., 1994)) ( Figure 08 ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure (08): Isolement des souches à partir de lait de chèvre ensemencées en masse 

sur MRSv 

aprés la réalisation de quelque tests phénotypique, on a remarqué que les 155 

isolats font partie  principalement à deux genres des bacteries lactiques sont connus par 

leur résistance à la vancomycine, " Leuconostoc" et " lactobacillus". Le tableau en 

dessous montre la répartition des isolats selon le produit primaires où on remarque 

l'absence totale des leuconostoques dans le lait de chamelle, Klila et le lait de brebis. 
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Tableau (03): Flore lactique présente dans les différents échantillons isolés sur milieu 

MRSv 

 (+)  Présence                                                                (-)  Absenc 

 

Ces résultats sont incompatibles avec les résultats décris dans les travaux des 

(CHAKOU et BESSEDIK, 2018; ZAROUR, 2018; RAMDANI et LADJILAT, 

2017; HANSAL, 2015; ZADI-KARAM et KARAM, 2006) qui trouver Ln dans le lait 

de chamelle, (ZAROUR, 2018; BOUMEDIENE, 2013; MAHI, 2010) aussi isoler Ln à 

partir de lait de brebis. Le résultat d'isolement à partir du Dhan est similaire au résultat 

de TANTAOUI-ELARAKI et El MARRAKCHIT, (1987) qui marquer l'absence de 

Ln et la présence de Lb et autre germe.  

D'aprés CNAOL, (2011), la croissance des micro-organismes dans le lait peut 

être influencée par divers facteurs du milieu ou de l‟environnement, comme le pH, la 

température, la quantité d‟eau libre, la concentration en nutriments ou la composition de 

lait qui est affectée par plusieurs facteurs, comme l'âge de l'animal, stades de lactations, 

l'alimentation, la race (Ueli Wyss, 2014), la présence de substances antimicrobiennes et 

Source 

 

Genre 

Leuconostoc Lactobacillus 
autre genre des bactéries 

lactiques 

lait de chèvre + + - 

lait de chamelle - + + 

lait de vache 
+ + + 

lait de brebis 
- - - 

Dhan 
- + + 

J'ben 
+ + + 

Klila 
- - - 
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les interactions entre micro-organismes. Ce qui explique l'absence de Leuconostoc dans 

certaines produits et leur présence dans autre. 

II.2. Tests morphologiques 

II.2.1. Aspect macroscopique 

Après la purification des souches sur le milieu spécifique MRS(solide et liquide 

alternativement) à partir des colonies isolés des milieux MRS nous avons obtenus: 

 Sur Milieu liquide: après 24h d'incubation, la croissance des bactéries 

apparait sous forme de trouble , cette trouble est concentrée au fon du tube à 

la recherche des conditions anaérobiques de ces bactéries. (KIHAL,1996; 

CARR et al., 2002). par agitation on constate le dégagement du CO2. 

(Figure09) 

 

 

 

 

 

 

Figure(09): Aspect de trouble d'une souche de Leuconostoc sur bouillon MRS 

après 18 h de croissance 

 Sur Milieu solide: l'étude de l'aspect macroscopique des souches sur milieu 

MRS solide après 24h d'incubation nous a permis de distinguer des colonies de 

couleur blanchâtre, forme lenticulaire ou ciculaire. Ces colonies sont environt 

0.5 à 1 mm de diamètre. (KIHAL,1996; CARR et al., 2002) (Figure10) 
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Figure(10): Aspect macroscopique de souche Ln. mesenteroides subsp 

mesenteroides sur gélose MRS 

II.3. Pré-identification  

II.3.1. Coloration de Gram 

L„observation microscopique des isolats purs après coloration de Gram a révélé 

que ses souches ont une coloration positive avec de forme variées: de petites coques, 

coccobacille et ovoïde, dont le mode d'association est toujourts en paires ou en chaînes, 

incurvées de nombre paires (KIHAL,1996; CARR et al., 2002) celà donne une pré-

identification du genre souhaité: Leuconostoc (Figure11). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure(11) : Observations microscopiques des éspèces Ln. mesenteroides, Ln. fallax  

 respectivement après une coloration de Gram à grossissement x100 
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Après l'observation microscopique, toutes les souches qui ont été Gram  positif 

sous forme ovoïde ou cocobacille ont été gardé (HANSAL, 2015) et on éliminer les 

contaminants à Gram négatif n'appartenant pas aux BL . 

II.3.2. Test de recherche de la catalase 

Le test catalase a révélé l'absence de l'enzyme ce qui reflète l'incapacité des 

souches à dégrader le peroxyde d'hydrogène. 

 

 

 

Ln. mesenteroides subsp 

mesenteroides 

Ln. mesenteroides subsp 

dextranicum 

Figure(12): Résultat du test de catalase (test négatif) 

Sur 155 isolats purifiés et examinés, on a sélectionné 78 à Gram positifs et 

catalase négative ont été retenues qui présumées comme bactéries lactiques. 

II.4. Tests physiologiques  

Les résultats des tests physiologiques qui ont été réalisés sur les isolats dans des 

conditions hostiles sont représentés dans le tableau suivant: 
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Tableau (04): Tableau représente les résultats des tests physiologiques.  

S
o
u

rc
e 

 

S
o
u

ch
es

 

 
 

Croissance à différentes T° 

Croissance 

à 

différentes 

[NaCl] 

(%) 

 

Croissance à 

différentes pH 

4°C 10°C 37°C 42°C 63°C/30min 3% 6.5% 4.8 6.8 9.6 

L
a
it

 d
e 

ch
èv

re
 

C1 - + + + - + + - + + 
C2 + + + + - + + - + + 
C10 + + + - - + - - + - 
C12 - + - - - + - - + - 
C13 - + + - - + - - + - 
C15 - + - - - + - - + + 
C16 + + - - - + - - + + 
C18 - + - - - + - - + - 
C21 + + - - - + + - + + 
C23 - + - - - + - - + + 
C34 - + + - - + - - + - 
C39 - + - - - + - - + - 
C41 + + + + - + - - + + 
C43 - + + - - + - + + - 

F
ro

m
a
g
e
 

F49 - + + + - + - + + - 
F55 - + - - - + - - + - 
F63 - + - - - + - - + - 
F64 - + - - - + - - + + 
F65 - + + - - + - - + - 
F69 - + + - - + - - + + 
F70 - + + - - + + - + - 
F71 - + - - - + + - + - 

L
a

it
 d

e 

v
a

ch
e V67 - + + + - + - + + + 

II.4.1. Croissance à différentes températures  

Ces examens physiologiques nous indiquent que la plupart des bactéries peuvent 

pousser entre 10 °C et 37°C ceci montre que ces bactéries sont des mésophile, et n'ont 

(+) résultat positif ou croissance                         (-) résultat négatif ou  pas de croissance  
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peuvent pas pousser ni à 4 °C ni à 42°C sauf quelques souches qui sont positif dans le 

tableau (04). Tout les souches ne sont pas thermorésistantes, où nous observons qu'il 

n'ya pas de croissance sur le bouillon MRS après un traitement thermique pendant 30 

minutes à 63°C (BADIS et al., 2005 ). 

Nos résultats identique à ceux trouvés par GARIVE (1984) et DELLAGLIO et 

al. (1994) les leuconostoques sont généralement mésophiles avec une température 

optimale de croissance de 25 à 30°C.  

II.4.2. Résistance à la salinité 

Les souches qui ont été testées pour savoir leur résistance aux différentes 

concentrations de sel on été résistante à 03% de NaCl mais elles n'ont été pas poussées à 

6.5% de NaCl à l'exception de 5 souches ( C1, C2, C21, F70, F71) ont été résisté une 

concentration de 6.5% de Nacl. 

II.4.3. Croissance à différents pH  

Après une incubation à 30°C, les résultats qui ont été obtenus montrent que toute 

les souches supportent le pH 6.8 et plus de la moitié des isolats ont montré une 

croissance sur milieu MRS à pH 9.6 et la plupart d'elles qu'il n'y ont pas se croitre dans 

un milieu MRS à pH 4.8 à l'exception de 3 souches (C43, F49, V67). 

II.5. Tests biochimiques 

II.5.1. Recherche de type fermentaire 

Ce test constitue la première clé d'identification phénotypique des bactéries 

lactiques leur objectif est de faire différencier entre les souches hétérofermentaire et les 

souches homofermentaire (HANSAL, 2015). 

Il faut se rappeller que les leuconostoques sont tous productrice de CO2 

(héteroférmentaire). Après une incubation à 30°C, les résultats montre qu'il y a 

l'apparition d'un trouble au fond des tubes ensemencés avec un dégagement de gaz de 

CO2 lors de fermentation du glucose (bouillon MRS glucosé) au niveau de la cloche de 

durham et flottement de cette dernière dans le milieu, ce qu' indique que 52 des isolats 

choisis ont révélé un métabolisme hétérofermentaire (Figure 13) ce qui caractèrise le 

genre de Leuconostoc mais cette probabilité à été confirmé par le test de l'ADH qui est 

négatif chez les leuconostoques ce qui les différenciées des lactobacilles 

hétérofermentaires (MATHOT et al., 1994; BADIS et al., 2005). 
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Figure (13):Type fermentaire des souches Ln. mesenteroides subsp mesenteroides 

isolées sur bouillon MRS 

II.5.2. Recherche de l’Arginine déhydrolase (ADH) 

Après 48h d'incubation sur gélose M16.BCP à 30°C, 23 souches isolées 

métabolisent le lactose en produisant de l‟acide lactique, ce dernier va diminuer le pH 

en changeant la couleur de l‟indicateur de pH du vert au jaune, mais elles sont 

incapables d‟hydrolyser l‟arginine contenu dans le milieu M16 BCP, car les 

Leuconostoques ne possèdent pas l'ADH ( arginine déhydrolase) donc ADH(-) 

(KHEDID et al., 2006). Ce caractére est recherché dans l'industire alimentaire, elle 

empêche l'émergence d'un goût amer due à l'amoniac lors de la fermentation du lait. 

 Les résultats obtenus sont reprèsentés dans le (Tableau (05)).  
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Figure(14):Résultat de test ADH (Hydrolyse de l'arginine) 

 Colonie de couleur jaune: ADH(-) ( pas de dégradation de l'arginine). 

Tableau (05): Caractères biochimiques et morphologiques des isolats 

Souches 

G
ra

m
 

C
a
ta

la
se

 

P
ro

d
u

ctio
n

 d
e 

C
O

2
 

A
D

H
 

Lait de chèvre     

C1 C2 
C 

10 

C

12 

C

13 

C

15 

C

16 

C

18 

C

21 

C

23 

C 

34 

C 

39 

C 

41 

C 

43 
+ - + - 

Fromage     

F49 F55 F63 F64 F65 F69 F70 F71 + - + - 

Lait de vache     

V67 + - + - 

 

II.5.3. Test de dégradation des sucres 

Pour mieux identifier les isolats au niveau de l'espéce ou de la sous espèce on a 

établit leur profil fermentaire d'onze sucres par vingt- trois souches isolées.On utilisant 

le milieu MRS BCP qui contient le bromothymol qui est un indicateur de pH , le virage 

au jaune révèle la fermentation des carbohydrate qui provoque une acidification du 

milieu. Le sucre arabinose c'est le sucre clé pour différencier entre les espèces du genre 

Leuconostoc. L'utilisation de ce critéres phénotypique permet de conclure la pré-

identification et de mieux identifier les isolats au niveau de l'espèce. Les résultats 

obtenus sont représentés sur le Tableau (06), Figure (15). 
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Figure(15): Profil fermentaire des isolats effectué sur plaque d'ELIZA 

 (Tm): Témoin milieu MRS BCP 

 Souches: A,B, C,D,E,F,G 

 Sucre: 1-arabinose, 2-glucose,3-galactose,4-lactose,5-fructose,6-saccharose,7-

manitol,8-maltose,9-xylose,10-mannose,11-esculine. 

 Jaune : fermentation du sucre résultat (+)  

 Vert : pas fermentations du sucre résultat (-). 
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Tableau(06): Résultats du profil fermentaire des souches isolées 

 

(+) Dégradation du sucre                                    (-) Pas de dégradation 

D'apès les critéres phénotypique apportées par différents auteurs (CARR et al., 

2002;BADIS et al ., 2005; HAMMES et HERTEL, 2006; KHEDID et al., 2006), 

nous avons pu conclure que les leuconostoques sont capable d'utilisés plusieurs sucres, 

le virage de couleur bleu de bromothymol contenant dans le milieu MRS BCP confirme 

Source 
 

S
o
u

ch
es

 A
ra

b
in

o
se

 

G
lu

co
se

 

G
a
la

ct
o
se

 

L
a
ct

o
se

 

F
ru

ct
o
se

 

S
a
cc

h
a
ro

se
 

M
a
n

n
it

o
l

 

M
a
lt

o
se

 

X
y
lo

se
 

M
a
n

n
o
se

 

E
sc

u
li

n
e

 

L
a
it

 d
e 

ch
èv

re
 

C1 + + + + + + - + + + + 

C2 + + + + + + - + + + + 

C10 - + + + + - - + + + +/- 

C12 - + + + + + + + + + - 

C13 + + + + + + + + - + - 

C15 + + + + + + - + + + - 

C16 - + - + - + - + - - +/- 

C18 - + - + - + - + - - +/- 

C21 - + + + + + + + - + - 

C23 - + - + - + - + - - + 

C34 - + - - - + - + - - - 

C39 - + - + + + - + - - - 

C41 - - - - - + - + - + + 

C43 + + + + - + + - - + +/- 

F
ro

m
a
g
e
 

F49 - + - + + + - + - + - 

F55 - + - - - + - + - - - 

F63 + + - - - + - + + - - 

F64 - + + - + + - + - + - 

F65 + + - - + + - + + + - 

F69 - + - - - + - + + + - 

F70 + + + + - + - - + + - 

F71 + + - + - + - + + + - 

L
a
it

 d
e 

v
a
ch

e 

V67 - + + + + + - + + + + 
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que les souches ont dégradés la pluparts des sucres additionnés dans le milieu ce qui 

laisse ce dernier (acide) à l'exception de 3 souches (C34, C41, F55). 

L‟identification microbiologique a révélé que 4 souches (C1, C2, C13 et C15) 

isolées de lait de chèvre et 3 souches (F65, F70 et F71) isolées du fromage, 

appartiennent à la sous espèce Leuconostoc mesenteroïdes subsp. mesenteroïdes tandis 

que une souche (C34) isolées de lait de chèvre, 2 souches (F49, F69) isolées de fromage 

et un souche V67 isolée de lait de vache appartiennent à la sous espèce Leuconostoc 

mesenteroïdes subsp. dextranicum. 

II.6. Tests biotechnologiques 

II.6.1. Utilisation du citrate 

Le milieu KMK différencié entre les bactéries qui utilisent le citrate pour donner 

des produits aromatiques et les bactéries qui n'utilisent pas le citrate. Dans le premier 

cas les résultats se manifestent par des colonies de couleur bleu contrairement les 

résultats négatif donnent des colonies de couleur blanche Figure(16) 

Les Leuconostoc sont utilisées dans l'industrie laiteries pour leur capacité à 

produire le CO2 et des substances aromatiques tel que le diacétyle et cela grâce au Co-

métabolisme sucre/citrate (BOUREL et al., 2001), cette propriété augmente leur taux 

de croissance et leur rendement dans des conditions acides. (HEMME et FOUCAUD-

SCHEUNEMANN, 2004). 

Le tableau(07) montre que la plupart des souches utilisent le citrate et d'autres 

sont incapables. Cette perte de la capacité d'utiliser le citrate, peut être due à une perte 

de plasmide codant pour la citrate perméase ( KIHAL et al ., 1996). L‟utilisation du 

citrate est un facteur indisponsable de la production des composés aromatiques chez les 

espèces aromatisante de Leuconostoc dans les produits laitiers (SANCHEZ et al ., 

2006). Ce caractére peut être variable même chez les souches appartiennent à la même 

espèce (KHEDID et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

la couleur bleu reflète 

l'utilisation de citrate(+) 
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Figure 16: Révélation de l'utilisation de citrate par l'apparition de contour bleu 

sur gélose KMK des éspèces Ln. carnosum, Ln. fallax , Ln. mesenteroide 

 Colonie de couleur blanche : résultat négatif 

 Colonie de couleur bleu : résultat positif 

II.6.2. Production de dextane 

L'incorporation de dextrane dans les produits de boulangeries en industrie 

alimentaire améliore la texture et le volume de pain et il est aussi utilisé comme un 

additif dans des plusieurs produits (VETTORI et al., 2012). 

Sur milieu MSE qui est un milieu sélectif  permettant la recherche et le 

dénombrement des Leuconostoques dans le lait, les produits laitiers et les aliments 

sucrés. La production de dextrane a été vérifiée sur milieu MSE dont lequel ce genre de 

bactéries utilisent le saccharose de milieu pour synthétiser des exopolysaccharides 

(dextrane) qui donnent aux colonies un aspect gélatineux (HANSAL, 2015). 

On a obtenue après 48h d'incubation des colonies larges, visqueuses, gluantes et 

transparantes sous deux forme: (Figure 17 ) 

 De grosses colonies gluantes, devenant rapidement confluentes au fur et à 

mesure que l'incubation se prolonge; Reflètent l'aspect macroscopique de 

Leuconostoc mesenteroides subsp. Mesenteroides. 

 De petites colonies (2 mm environ de diamètre) bombées et adhérant fortement 

à la surface de la gélose. Reflètent l'aspect macroscopique de Leuconostoc 

mesenteroides subsp.dextranicum. 

Ce caractère important nous a permis de différencier entre les espèces de 

Leuconostoc et de supposer leurs appartenance à une des deux éspèces productrices de 

dextrane: Leuconostoc mesenteroides subsp. Mesenteroides, Leuconostoc mesenteroides 

subsp.dextranicum, ce qui a été montré par ( MAYEUX et ELLIKER, 1962; 

GARVIE, 1984; CARR et al ., 2002; BADIS et al ., 2005). 

On peut dire que la production de dextrane à partir de dégradation de saccharose 

a été observée chez la plupart des souches isolées de lait de chèvre, lait de vache et du 

fromage, les résultats sont représentés dans le Tableau (07) qui indique 20 isolats sont 

capable de produire les exopolysaccharide à l'exception de 3 isolats, C21, C39, C43 qui 

sont incapable de produire le dextrane ce qui nous permet de les classer en deux espèces 

qui sont: Ln.  mesenteroides subsp cremoris (C21, C39), et Ln. citreum (C43). 

La capasité de production de dextrane rend ce genre très utilisable dans 

l'industrie alimentaire grâce à ces propriétés technologiques (épaississantes, 
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stabilisantes, émulsifiantes et texturantes) aussi l'amélioration des caractères 

organoleptique des produits fermentés.( HEMME et FOUCAUD-SCHEUNEMANN., 

2004). 

 

Petites colonies                                      Grosses colonies          

Figure17 : Morphologies des colonies productrices de dextrane par les souches de 

Leuconostoc sur milieu MSE  

On voudrait souligne que dans ce travail, l'analyses et l'étude fonctionnelle de 

dextrane synthétisé par la bactérie renforce la probabilité d'intégrer nos isolats d'intérêt 

biotechnologique dans le domaine Agro-alimentaire. 
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 D'après les résultats obtenus des tests physiologiques et biochimiques effectués, 

on a pu donc identifier les vingts trois souches isolées comme suivant: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Leuconostoc 

Ln. carnosum C16 C41 

Ln. citreum  C43 

Ln. gelidum C10 

Ln. fallax  

C23 C18 C12 

F64 F63 F55 

Ln. mesenteroides 

subsp cremoris 

Ln. mesenteroides 

subsp dextranicum 

 Ln. mesenteroides 

subsp mesenteroides 

 

Ln. 

mesenteroides 

F71 

F70 F65 

C15 C13 

C2 C1 

C34 

F49 F69 

V67 

C39 C21 

      Genre 

       Espèce 

     Sous espèce 

    Souche isolée à partir 

de lait de vache 

    Souche isolée à partir 

de lait de chèvre 

    Souche isolée à partir 

de J'ben 
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Figure 18: Répartition finale des espèces selon les résultats des différents tests 

effectués 

II.7. Caractérisation de dextrane 

II.7.1. Optimisation de la production d'exopolysaccharide 

Après 48h d'incubation à 30C°, dans le milieu MSE et MSE à différentes 

concentration de glucose et d'extrait de levure. Des variations de croissance et de 

production  de dextrane est présentée dans les tableaux et les figures 19-20 suivants: 

II.7.1.1. Effet de différentes concentrations de substrat sur la production de 

dextrane  
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Souche C2 Souche C13 

Figure 20: Production de dextrane par l'éspèce Ln. mesenteroides 

 à différentes concentrations du glucose sur milieu MSE 

B. Différentes concentrations d'extrait de levure 
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Figure 20: Production de dextrane par l'éspèce Ln. mesenteroides à différentes 

concentrations d'extrait de levure sur milieu MSE 
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Tableau (07): Croissance des souches de Leuconostoc dans le milieu MSE avec 

différentes concentrations du glucose et d'extrait de levure. 

Source Code Milieu référentielle 

MSE 
Glucose Extrait de levure 

1g 3g 1g 3g 

 

la
it

 d
e 

ch
èv

re
 

C1 + - - + + 

C2 + + + + + 

C10 + - - + + 

C12 + - - - - 

C13 + + + + + 

C15 - - - + - 

C16 - - - + + 

C18 - - - + + 

C21 + - - + + 

C23 + - - + + 

C34 + - - + + 

C39 + + + + + 

C41 + + + + + 

C43 + + + + + 

 J
'b

en
 

 

F49 + - - + - 

F55 + + + + + 

F63 + - - + - 

F64 + - - + - 

F65 + - + - - 

F69 + - - + - 

F70 + + + + + 

F71 + + + + + 

Lait de vache V67 + + + + + 

 (+) résultat positif ou croissance                         (-) résultat négatif ou  pas de croissance  

Le tableau montre que la plupart des souches ont pu se développer dans le 

milieu MSE et MSE à différentes concentrations d'extrait de levure, et ne peuvent pas 

de se croitre dans le milieu MSE à différentes concentrations en glucose (1 et 3 g/l) à 

l'exception de neuf souches qui semblaient positif dans le tableau(07). 
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Tableau (08): Production d'EPS par des souches de Leuconostoc dans le milieu MSE 

avec différentes concentrations du glucose et d'extrait de levure. 

Source Code Milieu référentielle 

MSE 
Glucose Extrait de levure 

1g 3g 1g 3g 

  

la
it

 d
e 

ch
èv

re
 

C1 + - - + + 

C2 + - - + + 

C10 + - - + + 

C12 + - - - - 

C13 + - - + + 

C15 - - - + - 

C16 - - - + + 

C18 - - - + + 

C21 - - - - - 

C23 - - - + + 

C34 - - - + + 

C39 - - - - - 

C41 - - - + + 

C43 - - - - - 

  J
'b

en
 

F49 - - - + - 

F55 - - - + - 

F63 - - - + - 

F64 + - - + - 

F65 + - + - - 

F69 - - - + - 

F70 - - - + + 

F71 - - - + + 

Lait de vache V67 - - - + + 

 (+) Fortement productrices, possédant des colonies grandes, gélatineuses 

d‟aspect liquide. 

 (+)  Production moyenne, possédant des colonies gluantes de forme moyenne et 

d‟aspect rigide liées fortement á l‟agar. 

 (+)  Basse production, petites colonies 2 mm environ de diamètre, bombées et 

adhérant fortement à la surface de la gélose. 

 (-)  Non productrice, possédant des colonies blanches, petites et lenticulaires, ou 

pas de croissance du tout. 

Selon les résultats obtenu, des niveaux de production variables avec des forme 

différentes ont été détectés: 
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 Les souches fortement productrice, possédant des colonies grandes, gélatineuses 

d‟aspect liquide, dans le milieu MSE 1g El: C2, C13, C23, V67 

 Les souches à Production moyenne, possédant des colonies gluantes de forme 

moyenne et d‟aspect rigide liées fortement á l‟agar, sur milieu MSE 4 souches; 4 

souches sur MSE 1g El et 6 sur milieu MSE 3g El. 

 Des souche à basse production, petites colonies 2 mm environ de diamètre, 

bombées et adhérant fortement à la surface de la gélose.Ce niveau de production 

est observé chez 07 souches (C15, C41, F49, F55, F63, F69 et F70) dans tous 

les milieux avec souche différentes 

 Les souches non productrice, possédant des colonies blanches, petites et 

lenticulaires, ou pas de croissance du tout, les trois souches Mentionné 

précédemment ( C21, C39, C43), et certains dans le milieu MSE et touts les 

souches dans le milieu MSE 1et 3 g de Glu à l'exception de souches F65 qui 

produit le dextrane sur MSE à 3g Glu. 

Ces résultats nous ont permet de sélectionner parmi toutes les souches de 

Leuconostoc étudiées, les cinq souches (C2, C10, C12, C13, V67) pour la suite de 

notre travail. Le choix de ces souches est justifié par leur bonne aptitude à produire les 

EPS  sur milieu MSE comme montré dans le tableau (08). 

C. Différents concentrations de saccharose 

 

   MRSs (T)           C2       C2        C10   C10         C12  C12        C13   C13       V67    V67 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure (21): Production de dextrane par Leuconostoc à différentes concentrations 

de saccharose sur milieu MRSs 
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Figure (22): Aspect visqueuse de milieu liquide MRSs après production EPS par 

souche Ln. mesenteroides subsp mesenteroides 

Après 72h d'incubation à 30°C sur milieu MRS additionnée des différents 

concentrations de saccharose 50 et 100 g/l. on observe un changement de couleur et de 

viscosité de milieu qui retourne à la production d'EPS (dextrane) par les souches 

ensemencées. 

C.1. Extraction et Quantification de dextrane 

 Après cette étude qualitative de la production d‟EPS sur  différent milieux, un 

dosage des EPS produits par nos souches sur milieu liquide a été réalisé afin de 

quantifier la quantité d‟EPS produite. 
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Figure (23): Aspect de dextrane produit par Leucounostoc après l'extraction à 

partir de milieu MRSs 

Après précipitation à l'éthanol, le dextrane a été obtenu sous deux formes. L'un a 

été obtenu sous une forme gélatineuse de couleur jaune blanchâtre . C'était plutôt collant 

et avait une grande élasticité. L'autre a été obtenu sous forme de poudre ou amorphe, ne 

présentant propriété viscoélastique. C'était blanc pur. Et pour determiner la quantité 

exacte de cette extrait nous passons vers une étape de dosage, qui donne les résultats 

suivants ( Figure (24) 

 

Figure (24): variation de taux de production de dextrane par les souches de 

Leuconostc en fonction des différentes concentrations de saccharose et de volume 

d'inoculum. 

 

En utilisant diverses concentrations de saccharose, la production maximale a été 

observée à une concentration de saccharose de 10% et un volume d'inoculum de 3ml 

pour tous les souches sauf C10 qui montrer une production maximale dans la 

concentration 5%. La différence entre les quantités de EPS produit dans les deux 

concentration est presque égale (la différence est environ 0,05 à 0,1) chez la plupart des 

souches testées. 

Discussion générale de l'optimisation: 

Les EPS provenant de micro-organismes de qualité alimentaire tels que LAB ont 

un potentiel en tant qu'ingrédients alimentaires ou en tant que molécule produite in situ, 

avec une fonctionnalité pour la santé et des avantages économiques. La production 
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d'EPS par les souches productrices varie énormément et dépend de la phase de 

croissance et des conditions de culture des bactéries, de la composition du milieu 

(source de carbone et d‟azote), du pH et de la température (De VUYST et DEGEEST 

1999; PETRY et al., 2000). la production d'EPS peut être optimisée sous certaines 

conditions de carbone et un sel d'ammonium ou des acides aminés comme source 

d'azote. Des ions comme le Mg
2+

, K
+
, Fe

3+
 et Ca

2+
 qui agissent comme cofacteurs sont 

essentiels à la synthèse des polysaccharides (SUTHERLAND, 1982). 

1- Effet de Glucose 

L'effet de la concentration en glucides a été vérifiés en utilisant différentes 

concentrations de glucose dans le milieu MSE, à savoir 1g, 3g et 5g/l. la production des 

EPS a été obtenu à 5g/l de glucose avec un niveau de production moyenne se traduit par 

des colonies gluantes de forme moyenne.  

Selon ESCALANTE et al., (1998); De VUYST et DEGEEST, (1999); BOELS 

et al., (2001); LEVANDER et al., (2002), la biosynthèse des EPS étant liée au 

métabolisme primaire des glucides des cellules productrices, la production devrait avoir 

lieu au cours de consommation active de sucre, car nécessite un grand nombre de sucres 

nucléotidiques activés, de l‟énergie nécessaire à la construction des unités récurrentes, à 

la polymérisation et à la translocation transmembranaire.  

Il a été démontré que la production de EPS était liée à la croissance. Plusieurs 

facteurs influencent sur la croissance et production d'EPS, en particulier composition 

moyenne (De VUYST et DEGEEST 1999; DUBOC et MOLLET, 2001): présence 

d‟hydrololysat de caséine (CEMING et al. 1986), co-cultures (CEMING et al. 1990) et 

quantité de glucose ( CEMING et al, 1994). 

La quantité d'EPS produite peut varier considérablement d'une souche de 

bactérie lactique à l'autre (BOUZAR et al., 1997). Les travaux du YUKSEKDAG et 

ASLIM (2008); SANCHEZ et al., (2006) ont également montré que la production des 

EPS par Leuconostoc dépend de la source de carbone et de sa concentration dans le 

milieu. Le glucose a été démontré la meilleure source de carbone pour la production des 

EPS par les souches étudiées, puis vient le lactose par rapport au fructose pour des 

densités égales en cellules. 

En effet, les résultats rapportés par YUKSEKDAG et ASLIM (2008); 

VAMANU et al., (2010) ont indiqué que la production des EPS et la croissance ont été 

stimulées par la concentration élevée en glucose (30g/l) et ceux de CEMING et al., 

(1994) et GAMAR et al., (1997) ont plutôt mis en évidence en plus du type de sucre ( 
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glucose, galactose, lactose etc.) et du rapport entre eux, la concentration des sucres peut 

avoir un effet stimulant sur la production. A l‟instar de nos résultats obtenus avec le 

milieu MES de concentration 5g de glucose. 

Ensuite, nos résultats sont en concordance avec ceux obtenus par HENNANE et 

KARI (2012) ont montré que la plus grande quantité d'EPS synthétisés a été de l‟ordre 

de 959 mg/l obtenue à une concentration le plus élevée de Glu (20%), et par 

BENASLA en (2012) une maximum production d'EPS (157.5 mg/l) est obtenue 

toujours avec la concentration croissante de glu (40%) qui stimule la bonne production 

d'EPS.  

Dans cette notre étude, la production de dextrane avec le milieu contenant de 

concentration  5g de glucose a été plus élevée qu'avec 3 g et 1g de glucose, c'est-à-dire 

la concentration optimale de glucose dans milieu MSE pour une production maximale 

de dextrane est de l'ordre de 5g sous les conditions de l‟étude à savoir milieu MSE, 

température de 30 °C, durée de 48h et un pH non contrôlé (pH initial de 6,5) .  

LOOIJESTEIJN et al., (2001) ont rapporté qu‟au sein d‟une même espèce de 

bactéries lactiques, les résultats peuvent être différents. On a pu identifier des souches 

productrices d‟EPS (voire très fortement) et des souches non productrices sans que ce 

caractère n‟engendre des disparités de croissance, ce qui explique les résultats obtenus 

dans les concentrations 1g et 3g de Glu , il n'ya pas de croissance et de production pour 

la plupart des souches ou un mal croissance sans production des EPS chez les souches 

(C2, C39, C41,C43, F55, F65, F70, F71, V67). NANCI et al., (2005) ils ont été 

montré que l‟utilisation de chaque sucre est directement liée au mécanisme de transport 

du sucre correspondant .Le fructose est principalement utilisé dans la production de la 

biomasse et le métabolisme énergétique tandis que le glucose est plutôt orienté vers le 

métabolisme énergétique ou la synthèse d‟EPS (DRIDER et PREVOST, 2009). 

2- Effet de L'extrait de levure 

les composants des milieux complexes, comme le peptone ou l'extrait de boeuf 

ou de levure, permettent une bonne croissance des LAB et souvent même une bonne 

production d'EPS (KIMMEL et ROBERTS, 1998; TORINO et al. 2000). 

L'effet de la source d'azote et de vitamine a été étudier par l'utilisation de 

différentes concentration d'extrait de levure dans le milieu MSE, à savoir 1g, 3g et 5g et 

comme l'azote n'est requis que pour la croissance de l‟organisme, 0,1% d‟extrait de 

levure s‟est avéré adéquat pour la production d'EPS chez la plupart des souches avec 

des niveaux de production variable ont été détectés par des formes différentes, à 
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l'exception la souche F65 qui ne produisent que dans un concentration de 5g avec un  

niveau de production bas. 

Les travaux du CERNING et al.,(1990); LAWS et al., (2001); WELMAN et 

MADDOX,(2003) ont également montré que la plupart des espèces de Leuconostoc 

sont auxotrophes, car elles sont incapables de produire des acides aminés et des 

vitamines. C'est pour celà les différents milieux de culture ont été employés à l'étude de 

la production qualitative et quantitative de dextrane et de déterminer l'influence des 

nutriments sur la croissance des souches productrices et sur la biosynthèse et la 

génétique des dextranes.  

ZAROUR et al.,(2013) Ont conclu que la croissance de Leuconostoc est 

influencée par l‟addition d‟extrait de levure dont leur développement est stimulé par 

l‟addition de ce facteur de croissance, car la principale propriété recherchée chez les 

bactéries lactiques, utilisées en tant que levains en industrie alimentaire, est leur 

capacité à acidifier le lait et à se développer de façon régulière. Dans le lait, elles 

doivent trouver un certain nombre de nutriments nécessaires à leur croissance et en 

particulier, les acides aminés et les vitamines qui peuvent être fournis par l‟extrait de 

levure. ces résultats sont conformes avec les travaux rapportés par ACCOLAS et al., 

(1980) ; DESMAZAUD, (1983) ; KIHAL, (1996) ; GARAULT et al., (2001) ; 

KIHAL et al., (2006).  

Pour les LAB mésophiles, des conditions de culture comme la température, le 

pH ou la composition du milieu peuvent permettre de découpler la croissance cellulaire 

de la production d'EPS (LOOIJESTEIJN et HUGENHOLTZ, 1999). La production 

d'EPS peut être augmentée en appliquant les conditions environnementales stimulant la 

biosynthèse d'EPS une fois qu'assez de biomasse est formée (DEGEEST et al. 2001a) 

et d‟après CERNING et al., (1994), le rendement total de production des EPS par 

Leuconostoc dépend de la composition du milieu et des conditions dans lesquelles elle 

se développe. En effet, KOJIC et al ., (1992) ont montré que le maximale quantité des 

dextranes a été produises par Leuconostoc mésophile sous des conditions sub-optimales. 

De VUYST et al., (2001) on soutient que, le taux de production de dextrane est 

indépendant de la croissance bactérienne. De même, De VUYST et DEGEEST 

(1999b) pour Leuconostoc, il semble plutôt qu'un équilibre optimal entre la source de 

carbone et d'azote soit nécessaire pour obtenir des productions élevées d'EPS.  

3- Effet de saccharose et volume d'inoculum  
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Le dextrane est un glucane bien connu, produit par les souches Leuconostoc. Il 

n'est produit que lorsqu'ils sont cultivé dans un milieu contenant du saccharose, car le 

saccharose est le seul inducteur connu de l'enzyme impliquée (MISAKI et al, 1980; 

ROBYT, 1992).  

Pour étudier l'effet de se dernier avec le volume d'inoculum sur la production de 

EPS on ensemencé déverse volume d'inoculum (3ml et 100µl), des souches de Ln en 

concentration différent de saccharose (5% et 10%), la bonne production de dextrane à 

été obtenu à 10% de saccharose ensemencée par 3ml qui a atteint 3,23 g/l chez C2, 2,28 

g/l pour C12, 1,92 g/l chez C13 et 1,86 g/l pour V67. A l'exception de C10 qui donne 

une production maximale (1,86 g/l), en concentration de 5% de saccharose. 

Selon De BELDER (1990), la concentration initiale en saccharose, est l'un des 

principaux facteurs influençant la sécrétion de dextran-sucrase et la biosynthèse du 

dextrane. 

Nos résultat sont en cohérents avec les travaux de THIYAGARAJAN et al., 

(2017), ils trouvent que l'activité enzymatique maximale a été observée à une 

concentration de saccharose de 20%, soit 4,4 DSU / ml / h, et le milieu apparaissait très 

visqueux, montrant la production maximale de dextrane. Et FARWA et al., (2008), qui 

montre que Ln. mesenteroides CMG713 a produit le maximum de dextrane après 20 

heures d'incubation à 30 ° C à concentration de 15% de saccharose.  

FARWA et al., (2008) dans leurs travaux remarquent que lorsque la 

concentration de saccharose est plus de 20% (25%) y avait une diminution du 

pourcentage de conversion du saccharose en dextrane, ce qui finit par affecter le 

rendement. Peut-être une concentration plus élevée de saccharose dans le milieu de 

fermentation a-t-elle un effet inhibiteur, appelé effet inhibiteur de substrat, qui diminue 

la production de dextrane (MARTINEZ-ESPINDOLA et al., 1985), ce qui explique 

les résultat par la souche C10 ou la production en 10% de saccharose et moins que 5%. 

Des observations similaires ont également été rapportées par KIM et al., (2003). Ils ont 

étudié les effets de la concentration en saccharose, du pH et de la température sur le 

rendement en dextrane par une souche mutante de Ln. mesenteroides B512 FMCM. 

L‟augmentation de la concentration en saccharose (0,5 à 5,0%) a entraîné une 

augmentation du rendement en dextrane (HEHRE et SUGG, 1942) Plusieurs études 

détaillées sur les effets d'une concentration élevée de saccharose ont révélé que des 

rendements plus élevés en dextrane de haut poids moléculaire étaient obtenus à des 

concentrations élevées en saccharose (TSUCHIYA et al., 1995; ALSOP, 1983). 
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Concernant l'effet de volume d'inoculum SIDDHARTH et al.,(2017) dans leurs 

étude sur les EPS trouvent que le rendement en EPS a augmenté progressivement avec 

l'augmentation de volume de l'inoculum. 

Dans notre étude, le taux maximal de production des EPS est obtenu sur le 

milieu MSE à 1g d'extrait de levure et plus précisément chez les souches (C2, C13, 

C23, V67), et sur milieu MRS à 0,1% d'extrait de levure, 10% de saccharose, inoculer 

de 3 ml de pré-culture qui atteint 3,23 g/l de souche C2 appartient à l'espèce Ln.  

mesenteroides subsp mesenteroides. 
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Conclusion 

Les bactéries lactiques est un groupe de bactérie non pathogène, utilisé dans 

l'industrie agroalimentaire de puis très longue temps à cause de leur caractères 

technologiques tel que le pouvoir acidifiant, la production de substance inhibitrices, les 

substances arômatiques et le pouvoir d'améliorer les caractères organoleptique du 

produit final par la production de dextrane. 

Parmi les bactéries lactiques on cite le genre Leuconostoc, qui regroupe des 

espèces hétérofermentaire dont la capacité de produire des bactériocines qui cible les 

bactéries pathogènes tel que Listeria. 

Ainsi le pouvoir acidifiant et la production de CO2 à partir la dégradation des 

sucres, qui a le rôle de former des trous dans quelques types de fromage. 

La plupart des espèces de genre Leuconostoc ont le pouvoir de produire le 

dextrane à partir du saccharose en présence de glucose. 

Ce travail nous a permet d'isoler et identifier 23 souches de Leuconostoc à partir  

différents produits laitiers (lait de chèvre, lait de vache et J'ben), qui ont été 

sélectionnées de 155 isolats. 

L'identification phénotypique des 23 souches a montré qu'elles appartiennent 

aux espèces suivantes:  

 Ln. gelidum: C10 isolé de lait de chèvre. 

 Ln. carnosum: C16 et C41, isolé de lait de chèvre. 

 Ln. citreum: C43, isolé de lait de chèvre. 

 Ln. fallax: C12, C18 et C23, isolé de lait de chèvre. 

 Ln. mesenteroides subsp mesenteroides: C1, C2, C13 et C15 isoler de 

lait de chèvre et F65, F70, F71 isoler de J'ben 

 Ln. mesenteroides subsp dextranicum: C34, isoler de lait de chèvre, 

F49, F69, isoler de J'ben et V67 isoler de lait de vache. 

 Ln. mesenteroides subsp cremoris: C21 et C39, isolé de lait de chèvre. 

20 souches ont la capacité de produire le dextrane à partir de saccharose. La 

caractérisation du dextrane en utilisant différentes concentrations de glucose et de 

l'extrait de levure (0,1%, 0,3%, 0,5%), à montré que la concentration optimale de 

glucose pour la production dextrane est 0,5% et la concentration optimal d'extrait de 

levure est 0,1% pour la plupart des isolats, qui nous a permet d'optimisé un milieu de 

culture favorise une production optimale de dextrane. 
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La quantification de dextrane pour 5 souches sélectionnés (C2, C10, C12, C13, 

V67) sur le milieu optimal  en changeant la concentration de saccharose (5%, 10%) et 

volume d'inoculum de 3ml a montré que la plus grande quantité de dextrane synthétisés 

a été de l‟ordre de 3,23g/l par la souches C2 d'espèces Ln. mesenteroides subsp 

mesenteroides, isoler à partir de lait de chèvre obtenu en concentration 0,1% de EL, 

0,5% de Glu, 10% de Saccharose, sous les condition d'étude à savoir milieu MRS, 

température de 30°C, durée 72h et un pH non contrôlé (pH initial de 6,5). 

Nous avons également observé, d‟une part, que la production est plus importante 

sous des conditions de croissance sub-optimales (0,1% EL). En effet, la synthèse des 

EPS est indépendante de la croissance cellulaire et une compétition entre la production 

de biomasse cellulaire et la production d‟EPS est notable. 

Perspectives : 

 L'isolement des souches étudiée doit être fait à partir d'un nombre plus 

d'échantillon et pour déterminer mieux ces isolats il est nécessaire de faire une 

Identification moléculaire; 

 La comparaison des résultats de l'optimisation de production de dextrane de ces 

espèces avec d'autres espèces productrices; 

 Cette étude soit reprise en utilisant les conditions optimales obtenues avec autre 

conditions comme le pH et la température;  

 Utiliser des techniques plus raffinées dans la purification telles que la 

Chromatographie sur gel avec une colonne de Sephadex G-100 et l'application 

de dextrane produit dans la production de certains aliments comme le pain, 

yaourt et aussi la coagulation de plasma. 
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Annex 01: Milieu de culture 

01. Milieu MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960) 

Extrait de levure……………………………………………………5g 

Extrait de viande…………………………………………………..10g 

Polypeptone……………………………………………………….10g 

citrate de sodium……………………………………........................2g 

acétate de sodium…………………………………………………..5g 

Glucose……………………………………………………………20g 

KH2PO4……………………………………………………………2g 

MgSO4………………………………………………………….0.25g 

MnSO4………………………………………………………….0.05g 

Agar-agar…………………………………………………………15g 

Eau distillée…………………………………………………..1000ml 

pH 6.8 

Autoclavage 120°C/ 20 minutes 

02. Milieu M16 BCP (Thomas, 1973) 

Extrait de levure…………………………………………………2.5g 

Extrait de viande…………………………………………………..5g 

Peptone…………………………………………………………...10g 

Acide ascorbique………………………………………………...0.5g 

Lactose…………………………………………………………….2g 

L-arginine…………………………………………………………4g 

Bleu de bromothymol…..……………………………………...0.05g 

Agar-agar………………………………………………………...15g 

Eau distillée………………………………….........................1000ml 

pH 6.8 / Autoclavage 120°C/20minutes 

03. Milieu M17 

Tryptone......................................................................................2,5g 

Peptone pepsique de viande .......................................................2,5g 

Peptone papaïnique de soja ...........................................................5g 

Extrait de levure..........................................................................2,5g 

Extrait de viande ...........................................................................5g 

Lactose ..........................................................................................5g 

Glycérophosphate de sodium ....................................................19g 

Sulfate de magnésium ............................................................0,25g 



Annexes  
 

 78 

Acide ascorbique .....................................................................0,5g 

Agar-agar..................................................................................15g 

pH 7 

Autoclavage 120°C/ 20 minutes 

04. Milieu MSE (Mayeux, Sandine et Elliker, 1962) 

Tryptone……………………………………………………...20g 

Gélatine……………………………………………………...2.5g 

Extrait de levure……………………………………………….5g 

Saccharose…………………………………………………..100g 

Glucose………………………………………………………...5g 

Citrate de sodium………………………………………………1g 

Azide de sodium…………………………………………..0.075g 

Agar-agar………………………………………………….….15g 

Eau distillée………………………………………………1000ml 

pH 6.8 

Autoclavage 120°C/20minutes 

05. Milieu KMK (Kempler et Mc Kay, 1980) 

Extrait de levure………………………..………………………3g 

Biopolytone…………………………………………………..2.5g 

Glucose…………………………………………………………5g 

Agar-agar……………………………………….......................15g 

Eau distillée……………………………………………….1000ml 

pH 6.8 

Autoclavage 121°C/15minutes 

06. Milieu MRS BCP 

MRS (milieu liquide) moins l'extrait de viande et sans sucre……………1000ml 

Bleu de bromothymol…………………………………………………….0.025ml 

pH 7 

Autoclavage 120°C/20minutes 

07. Eau Physiologique 

Chlorure de sodium…………………………………………...8.5g 

Peptone………………………………………………………..0.5g 

Eau distillée……………………………………………….1000ml 

pH 7 

Autoclavage 120°C/20 min 
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Annex 02: Matériels utilisé  

 Agitateur magnétique à plaque chauffante 

 Anse de platine 

 Autoclave 

 Bain marie 

 Barreaux magnétique  

 Bec benzen 

 Blance 

 Boites de pétri 

 Centrifugeuse 

 Éprouvette 

 Erlenmayer  

 Etuve  

 Four pasteur 

 Micropipette 

 Microplaquettes 

 Mortier  

 pH mètre 

 Pipettes pasteurs 

 Réfrigérateur 

 Spectrophotomètre  

 Tubes à essai 

 Tubes eppendorf  

 Tubes sec en plastique 

 Tubes sec en verre 

 Vortex électrique 
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Annex 02: Coloration de Gram 

But : Permet de distinguer les bactéries Gram+ et Gram– en fonction de la teneur en 

lipides de la paroi. 

Principe : Basé sur la composition chimique de la paroi des bactéries. Le Gram 

différencie les bactéries selon qu‟elles aient conservé le violet de gentiane après le 

traitement à l‟alcool ou non. 

Préparation du frottis : 

À partir d‟un bouillon : Mettre 2 gouttes de suspension bactérienne préalablement 

émulsionnée au centre d‟une lame. Étaler en couche mince au centre de la lame. Faire 

sécher complètement et fixer à la flamme 3 fois. 

À partir d‟une gélose : 

 Nettoyer une lame à l'alcool. 

 Déposer une goutte d'H2O sur la lame. 

 Toucher une colonie à l'aide d'une pipette pasteur stérile pour prélever des 

bactéries. Il n'est pas nécessaire de prendre beaucoup de bactéries 

 Frotter la colonie dans la goutte d'eau. Laisser sécher à l'air. 

 Passer 3 fois la lame dans la petite flamme (veilleuse) du bec Bunsen pour fixer 

l'échantillon à la chaleur. 

Technique de coloration: 

 Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane sur le frottis  fixé. 

laisser agir 1 minute. Le violet de gentiane colore le cytoplasme des bactéries. 

 Rincer très brièvement en faisant couler de l'H2O sur la lame au-dessus du 

frottis (pas directement sur le frottis). 

 Déposer quelques gouttes de Lugol sur le frottis. Le Lugol (composé iodé) est 

un mordant qui permet de fixer le violet dans les bactéries. 

 Laisser agir 1 minute et rincer brièvement à l'H2O comme précédemment décrit 

 Décolorer en faisant couler l'alcool sur la lame, laisser 10 secondes et Rincer à 

l'H2O. 

 Contre-colorer en déposant la solution de fushine (rose) pendant 1 minute. 

Rincer à l'H2O. 

 Laisser sécher à l'air. 

 Observer au microscope (grossissement x40 ou, avec une goutte d'huile à 

immersion, au grossissement x100 ). 
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Annex 03: Les tableaux 

Tableau 09: Résumé de l'identification physiologique, biochimique et biotechnologique 

des souches Leuconostoques isolées á partir de différents produits laitiers: 
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C1 - + + + - + + - + + + - + + + + + + - + + + + + + 
C2 + + + + - + + - + + + - + + + + + + - + + + + + + 

C10 + + + - - + - - + - + - - + + + + - - + + + 
+/

- 
+ + 

C12 - + - - - + - - + - + - - + + + + + + + + + - - + 

C13 - + + - - + - - + - + - + + + + + + + + - + - - + 

C15 - + - - - + - - + + + - + + + + + + - + + + - - + 

C16 + + - - - + - - + + + - - + - + - + - + - - 
+/

- 
+ + 

C18 - + - - - + - - + - + - - + - + - + - + - - 
+/

- 
- + 

C21 + + - - - + + - + + + - - + + + + + + + - + - - - 
C23 - + - - - + - - + + + - - + - + - + - + - - + + + 

C34 - + + - - + - - + - + - - + - - - + - + - - - - + 

C39 - + - - - + - - + - + - - + - + + + - + - - - + - 
C41 + + + + - + - - + + + - - - - - - + - + - + + - + 

C43 - + + - - + - + + - + - + + + + - + + - - + 
+/

- 
+ - 

F49 - + + + - + - + + - + - - + - + + + - + - + - + + 

F55 - + - - - + - - + - + - - + - - - + - + - - - + + 
F63 - + - - - + - - + - + - + + - - - + - + + - - - + 
F64 - + - - - + - - + + + - - + + - + + - + - + - - + 

F65 - + + - - + - - + - + - + + - - + + - + + + - - + 

F69 - + + - - + - - + + + - - + - - - + - + + + - - + 
F70 - + + - - + + - + - + - + + + + - + - - + + - + + 

F71 - + - - - + + - + - + - + + - + - + - + + + - + + 

V67 - + + + - + - + + + + - - + + + + + - + + + + + + 

(+) résultat positif                                                                                   (-) résultat négatif  

 

 

 



Annexes  
 

 82 

Tableau 10: Tableau représente des valeurs de A490 nm obtenues par la méthode phénol-

acide sulfurique en fonction des concentrations connues de D-glucose. 

[Glucose](mg) DO 

0 0 

0,02 0,18 

0,025 0,23 

0,05 0,5 

0,1 0,9 

0,15 1,4 

 

Tableau 11: Tableau représente la variation de taux de production de  dextrane par les 

souches de Leuconostc en fonction des différentes concentrations de saccharose et 

volume d'inoculum. 

 

Code de souche 

Poids sec (g) Dosage (g/l) Poids sec (g) Dosage (g/l) 

100g S 100g S 

 

50g S 

 

50g S 

 

3ml 100µl 3ml 100µl 3ml 100µl 3ml 100µl 

C2 0.54 0.15 3,23 1,92 0.99 0.42 3,18 1,87 

C10 0.06 0.06 1,59 1,59 0.65 0.19 1,86 1,74 

C12 0.30 0.08 2,28 1,89 0.15 0.04 2,18 1,79 

C13 0.21 0.22 1,93 1,92 0.28 0.16 1,88 1,81 

V67 0.27 0.16 1,86 1,85 0.21 0.10 1,86 1,77 
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Résumé 

Ce travail nous a permet d'aboutir a isoler 23 souches de Leuco nostoc à partir de différent produit laitier (Lait de chèvre, Lait de 

vache, J'ben), en utilisant le milieu Mrs additionner à la vancomycine. En se basant sur les méthodes microbiologiques et biochimiques 

classiques (phénotypique) on a identifié les 23 isolats qui appartiennent à 5 espèces: Ln. gelidium, Ln. croum , Ln. citreum, Ln. fallax, Ln. 

mesenteroides inclue les trois sous espèces (Ln. mesenteroides subsp mesenteroides, Ln. mesenteroides subsp dextranicum et Ln. 

mesenteroides subsp cremoris). 

A partir de 23 souches on a obtenu 20 souches productrices de dextrane, qui a été mis en évidence sur milieu MSE. Selon les 

conditions de croissance, avec différentes concentrations  de substrat nutritionnel tel que le glucose et l'extrait de levure (5g, 3g et1g), et 

de saccharose (50 et 100 g/L),  la caractérisation de production d'exopolysaccharides a montré que la meilleur production chez la plupart 

des souches dans une concentration de 0.5% glucose, 0.1% d'extrait de levure et 10% de saccharose. La quantification d'EPS  nous a 

permet de sélectionné une souche C2 isolée du lait de chèvre qui a montré une bonne production de dextrane en quantité de 3,23 g/l 

appartient à l'espèce Ln.mesenteroides subsp mesenteroides. 

En outre, les résultats ont clairement montré que la production d'EPS et la production de biomasse sont très influencées par la 

concentration de substrat carboné mais que ces deux phénomènes sont souvent indépendants l'un de l'autre. 

Mots clés: Leuconostoc, phénotypique, Dextrane, substrat nutritionnelle, Exopolysaccharides. 

 

 

 
Abstract 

This work allowed us to isolate 23 strains of Leuconostoc from different dairy products (goat's milk, cow's milk, J'ben), using 

MRSv medium add to vancomycin. Based on classical microbiological and biochemical (phenotypic) methods, the 23 isolates belonging 

to 5 species were identified : Ln. gelidum, Ln. carnosum , Ln. citreum, Ln. fallax, Ln. mesenteroides includes three subspecies (Ln. 

mesenteroides subsp mesenteroides, Ln. mesenteroides subsp dextranicum et Ln. mesenteroides subsp cremoris) 

From 23 strains 20 dextran producing strains were obtained, which was highlighted on MSE. According to the growth 

conditions, with different concentrations of nutritional substrate such as glucose and yeast extract (5g, 3g and 1g), and sucrose (50 and 

100 g / L), The production characterisation of exopolysaccharides showed that the best production in most strains in a concentration of 

0.5% glucose, 0.1% yeast extract and 10% sucrose. The quantification of EPS allowed us to select a strain C2 isolated from goat milk 

which showed a good production of dextran in an amount of 3.23 g / l belongs to the species Ln. mesenteroides subsp mesenteroides. 

In addition, the results clearly showed that EPS production and biomass production are strongly influenced by carbon substrate 

concentration but that these two phenomena are often independent of each other. 

Key words: Leuconostoc, phenotypic, Dextran, nutritional substrate, Exopolysaccharides. 

 

 
يهخص  

باستخذاو  ، (زهٍب انًاػض ، زهٍب انبقش ، اندبٍ)يٍ يُتداث الأنباٌ انًختهفت Leuconostoc  سلانت يٍ 23سًر نُا هزا انؼًم بؼضل 

 23، تى تسذٌذ انـ  (انًُط انظاهشي) بالإػتًاد ػهى الأسانٍب انًٍكشوبٍىنىخٍت وانكًٍٍائٍت انسٍىٌت ٌٍَكىيٍسفا إضافت إنى الMRSvوسط انضسع 

  : أَىاع 5سلانت انتً تُتًً إنى 

Ln. gelidum, Ln. carnosum , Ln. citreum, Ln. fallax, Ln. Mesenteroides 

 .Ln. mesenteroides subsp mesenteroides, Ln. mesenteroides subsp dextranicum et Ln) بأَىاػها انفشػٍت انثلاثت

mesenteroides subsp cremoris) 

وفقا . MSE سلانت يُتدت نذكستشاٌ ، وانتً تى تسهٍط انضىء ػهٍها يٍ خلال وسط انضسع  20 سلانت تى انسصىل ػهى 23اَطلاقا يٍ 

،  (ل/  ؽ100 و 50)سوص ا، وانسك ( ؽ1 ؽ و 3 ؽ ، 5)نظشوف انًُى ، يغ تشاكٍض يختهفت يٍ انشكٍضة انغزائٍت يثم اندهىكىص وخلاصت انخًٍشة 

٪ 10٪ يستخهص انخًٍشة و 0.1٪ يٍ اندهىكىص و 0.5أظهش تىصٍف إَتاج انسكشٌاث انخاسخت أٌ أفضم إَتاج فً يؼظى انسلالاث بتشكٍض 

. سوصاسك

/  ؽ 3.23ٌ زهٍب انًاػض وانتً أظهشث إَتاخًا خٍذًا نهذكستشاٌ بكًٍت و يؼضونت C2 باختٍاس سلانت EPSيتؼذد انسكشسًر نُا تقذٌش كًٍت 

 Ln. mesenteroides subsp mesenteroidesل تُتًً إنى انُىع 

 وإَتاج انكتهت انسٍىٌت ٌتأثشاٌ بشذة بتشكٍض انشكٍضة انكشبىٍَت ونكٍ هاتٍٍ EPSبالإضافت إنى رنك، أظهشث انُتائح بىضىذ أٌ إَتاج 

. انظاهشتٍٍ غانباً يا تكىَاٌ يستقهتٍٍ ػٍ بؼضهًا انبؼض

 . ، انًُط انظاهشي ، دٌكستشاٌ ، انشكٍضة انغزائٍت ، انسكشٌاث انخاسختLeuconostoc: الكلمات المفتاحية

 

 

 


