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Résumé 

Potentiel technologique des souches Leuconostoc isolées à partir de différents produits laitiers de la région de 

Ouargla 

Certaines espèces de Leuconostoc sont très importantes pour les produits laitiers fermentés, car elles contribuent 

aux caractéristiques organoleptiques du beurre et de la crème, et contribuent également à la formation d'ouvertures dans 

certains fromages à pâte molle, beaucoup artisanaux ou en fromages à pâte persillée, comme le Roquefort. A partir du présent 

travail, nous avons pu isoler 38 souches de Leuconostoc de différents produits laitiers (lait de chèvre, lait de chamelle, lait de 

vache et fromage traditionnel). Les tests morphologiques, microbiologiques et biochimiques classiques ont permis 

l’identification phénotypique des isolats. L’étude de production d’un exopolysaccharide (EPS) mise en évidence sur milieu 

MSE, a révélé que 30 souches ont montré une production d’EPS par l’apparition de colonies gluantes et gélatineuses. La 

quantification d’EPS par dosage des sucres totaux a montré des niveaux de production variant entre 0,63 ± 0,19 g/l et 2,41 ± 

0,17 g/l. L’optimisation des conditions nutritionnelles de production (Glucose, extrait de levure et saccharose) a montré que 

les souches Leuconostoc ont une meilleure production dans une concentration de 20g/l de glucose, 3g/l d’extrait de levure et 

100g/l de saccharose. L’activité antibactérienne des souches Leuconostoc isolées a été mise en évidence vis-à-vis de 

Staphylococcus aureus ATCC43300, Esherichia coli ATCC25992, Bacillus subtilis ATCC6633, Pseudomonas aeruginosa 

ATCC9027 et Salmonella typhi ATCC14028, en utilisant la méthode directe d’antagonisme sur gélose. Elle a révélé que 24 

souches présentaient une activité antibactérienne avec une zone d’inhibition variable. La caractérisation physico-chimique de 

bactériocines produites chez les souches isolées, sélectionnées antagonistes a montré leur thermo-résistance, et leur sensibilité 

aux protéases. La purification partielle des protéines actives, produites par les souches testées sur leur pouvoir à produire les 

bactériocines, a permis de sélectionner 12 souches. L'étude du suivi de croissance des souches pathogènes en présence et en 

absence des substances antimicrobiennes, a révélé une inhibition considérable de la croissance des souches indicatrices, après 

l'ajout d'un volume de 1 ml de surnageants des souches Ln sélectionnées. La biosynthèse des nanoparticules d’Argent (AgNps) 

en utilisant le surnageant d’une croissance de la souche Leuconostoc mesenteroides subsp. Mesenteeroides. La couleur de la 

solution AgNPs synthétisée est d’une couleur marron foncé, avec une absorbance avec une absorbance maximale 465nm Le 

microscope électronique à balayage a révélé que la structure des AgNPs est d’une forme sphérique ainsi qu’une analyse par 

diffraction des rayons X a été effectuée pour identifier les différentes phases de nanoparticules d'Ag biosynthétisées. L’activité 

photocalytique des AgNPs a montré que la dégradation des colorants utilisés (bleu de méthylène, rouge Congo et orange de 

méthyle) se fait après un temps de 40 mn. Les AgNPs biosynthétisé ont une activité antimicrobienne vis-à-vis Candida 

albicans ATCC10237, Listeria monocytogenes ATCC 13932, Staphylococcus aureus ATTC43300,) Salmonella abony 

ATCC6017, Micrococcus luteus ATCC 9314, Bacillus subtilis ATCC 6633, Pseudomonas aeruginosa ATTC27853, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC9027, Staphylococcus aureus ATCC25923, E. coli ATCC25922, Klebsiella pneumoniae 

ATCC70603. Cette étude met en évidence que les bactéries lactiques adventives peuvent être une excellente source de 

nouvelles souches avec des caractéristiques technologiques intéressantes qui pourraient être utilisées pour les produits laitiers 

fermentés. 

 

Mots clés : Produits laitiers, Leuconosotc, Exopolysaccharide, Activité antibactérienne, nanoparticules d’Argent 

 

 



 
 

Abstract  

Technological potential of Leuconostoc strains isolated from different dairy products from the Ouargla 

region 

Some species of Leuconostoc are very important for fermented milk products, as they contribute to the organoleptic 

characteristics of butter and cream, and also contribute to the formation of openings in certain soft cheeses, many artisanal or 

in blue-veined cheeses , such as RoquefortFrom the present work, we were able to isolate 38 strains of Leuconostoc from 

different dairy products (goat's milk, camel's milk, cow's milk and traditional cheese). Standard morphological, 

microbiological and biochemical tests allowed the phenotypic identification of the isolates. The study of production of an 

exopolysaccharide (EPS) highlighted on MSE medium, revealed that 30 strains showed production of EPS by the appearance 

of sticky and gelatinous colonies. Quantification of EPS by dosage of total sugars showed production levels varying between 

0.63 ± 0.19 g/l and 2.41 ± 0.17 g/l. The optimization of the nutritional conditions of production (Glucose, yeast extract and 

sucrose) showed that the Leuconostoc strains have a better production in a concentration of 20g/l of glucose, 3g/l of yeast 

extract and 100g/l of sucrose. The antibacterial activity of the isolated Leuconostoc strains was demonstrated against 

Staphylococcus aureus ATCC43300, Esherichia coli ATCC25992, Bacillus subtilis ATCC6633, Pseudomonas aeruginosa 

ATCC9027 and Salmonella typhi ATCC14028, using the direct agar antagonism method. It revealed that 24 strains exhibited 

antibacterial activity with a variable zone of inhibition. The physico-chemical characterization of bacteriocins produced in 

isolated strains, selected as antagonists, showed their heat resistance and their sensitivity to proteases. Partial purification of 

the active proteins produced by the strains tested on their ability to produce bacteriocins made it possible to select 12 strains. 

The study of the growth monitoring of the pathogenic strains in the presence and in the absence of the antimicrobial substances 

revealed a considerable inhibition of the growth of the indicator strains, after the addition of a volume of 1 ml of supernatants 

of the selected Ln strains. The biosynthesis of silver nanoparticles (AgNps) using the supernatant of a growth of the strain 

Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteeroides. The color of the synthesized AgNPs solution is a dark brown color, with 

an absorbance of 465nm The scanning electron microscope revealed that the structure of AgNPs is of a spherical shape as 

well as X-ray diffraction analysis was performed to identify the different phases of biosynthesized Ag nanoparticles. The 

photocalytic activity of the AgNPs showed that the degradation of the dyes used (methylene blue, Congo red and methyl 

orange) takes place after a time of 40 min. Biosynthesized AgNPs have antimicrobial activity against Candida albicans 

ATCC10237, Listeria monocytogenes ATCC 13932, Staphylococcus aureus ATTC43300,) Salmonella abony ATCC6017, 

Micrococcus luteus ATCC 9314, Bacillus subtilis ATCC 6633, Pseudomonas aeruginosa ATTC27853, Pseudomonas 

aeruginosa ATTC27853, Peseudomonas aeruginosa ATTC27853, Staphylococcus aureus ATCC25923, E. coli ATCC25922, 

Klebsiella pneumoniae ATCC70603. This study highlights that adventitious lactic acid bacteria can be an excellent source of 

new strains with interesting technological characteristics that could be used for fermented dairy products. 

 

Keywords : Dairy products, Leuconosotc, Exopolysaccharide, Antibacterial activity, Silver nanoparticles

 

 

 



  

 

 الملخص 

 ورقلة   المعزولة من منتجات الألبان المختلفة من منطقة  Leuconostocالتكنولوجية لسلالات    تقدراال

حيث إنها تساهم في الخصائص الحسية للزبدة والقشدة ،   مهمة جداً لمنتجات الألبان المخمرة ،  Leuconostocتعتبر بعض أنواع  

 كما تساهم في تكوين فتحات في بعض أنواع الجبن الطري ، العديد من الجبن المصنوع يدويًا أو في الأجبان ذات العروق الزرقاء ، مثل  

.Roquefort  سلالة من    38سمح لنا هذا العمل بعزلLeuconostoc  ة )حليب الماعز وحليب الإبل وحليب البقر  من منتجات الألبان المختلف

   .توالجبن التقليدي(. سمحت الاختبارات المورفولوجية والميكروبيولوجية والكيميائية الحيوية القياسية بالتعرف على النمط الظاهري للعزلا

من خلال ظهور   EPSهرت إنتاج  سلالة أظ  30، أن    MSE( الذي تم إبرازه على وسط  EPSكشفت دراسة إنتاج عديد السكاريد الخارجي )

جم    0.19±   0.63بالجرعة من إجمالي السكريات مستويات إنتاج تتراوح بين    EPSالمستعمرات اللزجة والجيلاتينية. أظهر القياس الكمي لـ  

 Staphylococcus aureusالمعزولة ضد    Leuconostocجم / لتر. تم إثبات النشاط المضاد للبكتيريا لسلالات    0.17±    2.41لتر و    /

ATCC43300    وEsherichia coli ATCC25992    وBacillus subtilis ATCC6633    وPseudomonas aeruginosa 

ATCC9027    وSalmonella typhi ATCC14028  ،    المباشر لآجار. وكشفت أن العداء  سلالة أظهرت نشاطا    24باستخدام طريقة 

يارها مضادا للبكتيريا مع منطقة متغيرة من التثبيط. أظهر التوصيف الفيزيائي والكيميائي للبكتريوسينات المنتجة في سلالات معزولة ، تم اخت

قية الجزئية للبروتينات النشطة ، التي تنتجها السلالات المختبرة على قدرتها على كمضادات ، مقاومتها للحرارة وحساسيتها للبروتياز. أتاح التن

كشفت دراسة مراقبة نمو السلالات المسببة للأمراض في وجود المواد المضادة للميكروبات وغيابها  .  سلالة  12إنتاج البكتيريا ، إمكانية اختيار  

المختارة. التخليق الحيوي لجسيمات الفضة   Lnمل من المواد الطافية لسلالات    1م  عن تثبيط كبير لنمو سلالات المؤشر ، بعد إضافة حج

المركب   AgNPs. لون محلول  Leuconostoc mesenteroides subsp mesenteoides( باستخدام طاف لنمو سلالة  AgNpsالنانوية )

كروية الشكل وكذلك تحليل حيود الأشعة   AgNPsبنية    نانومتر. أظهر المجهر الإلكتروني الماسح أن  465هو لون بني غامق ، بامتصاص  

لـ   الضوئي  النشاط  أظهر  النانوية.  الجسيمات  الحيوي حج  للتخليق  المختلفة  المراحل  لتحديد  إجراؤه  تم  تحلل الأصباغ   AgNPsالسينية  أن 

الميثيل( يحدث بعد وقت قدره   الكونغو وبرتقال  الميثيلين وأحمر  له نشاط مضاد   AgNPsدقيقة.    40المستخدمة )أزرق  المُصنَّع بيولوجيًا 

 للميكروبات ضد 

Candida albicans ATCC10237, Listeria monocytogenes ATCC 13932, Staphylococcus aureus ATTC43300,) 

Salmonella abony ATCC6017, Micrococcus luteus ATCC 9314, Bacillus subtilis ATCC 6633, Pseudomonas 

aeruginosa ATTC27853, Pseudomonas aeruginosa ATTC27853, Peseudomonas aeruginosa ATTC27853, 

Staphylococcus aureus ATCC25923, E. coli ATCC25922, Klebsiella pneumoniae ATCC70603. 

كون مصدرًا ممتازًا لسلالات جديدة ذات خصائص تكنولوجية مثيرة تسلط هذه الدراسة الضوء على أن بكتيريا حمض اللاكتيك العرضية يمكن أن ت

 للاهتمام يمكن استخدامها في منتجات الألبان المخمرة. 

، عديدات السكاريد الخارجية ، نشاط مضاد للجراثيم ، جزيئات الفضة النانوي  Leuconosotcمنتجات الألبان ،  : مفتاحيةالكلمات ال
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Introduction  

Le lait et les produits laitiers contiennent de nombreux nutriments essentiels et sont 

caractérisés par une microflore lactique riche et diversifiée. Les bactéries lactiques (BL) sont parmi 

les bactéries les plus utilisées dans les fermentations alimentaires grâce à la production d’une large 

gamme de métabolites, participant ainsi à l’amélioration du goût et de la texture des produits 

alimentaires fermentés (Mokoena, 2017 ; Ruiz Rodríguez et al., 2019). 

La biochimie des produits fermentés est complexe, impliquant une série de nombreuses 

réactions enzymatiques. Parmi les changements qui se produisent pendant la fermentation des 

aliments figurent une diminution du pH et l'inhibition d'autres micro-organismes en raison de la 

production de métabolites tels que l'acide lactique, le peroxyde d'hydrogène, le diacétyle, 

l'acétaldéhyde, la reutérine et les peptides (Papagianni, 2012). De plus, la fermentation conduit à 

la production de composés antibactériens et d'autres molécules dérivées du métabolisme telles que 

les enzymes lipolytiques et protéolytiques (García-Cano et al., 2019). 

L'utilisation des BL dans la transformation des aliments est très ancienne. Toutefois, 

l’évolution de la recherche en technologie alimentaire a permis de développer ce domaine ayant 

un impact économique très prometteur. La biotransformation réalisée par les BL est mise en œuvre 

dans de nombreux procédés industriels telle que l’activité fermentaire lactique pouvant démarrer 

et/ou moduler la fermentation en produisant des métabolites acides et d'autres biomolécules telles 

que des enzymes, des antimicrobiens et molécules contribuant à l'arôme et à la texture.  

En raison de leurs bienfaits pour la santé, certaines BL sont largement utilisées comme 

probiotiques comme Lactobacillus, Bifidobacterium et Streptococcus (Amrouche, 2005). En cas 

d’administration de ces bactéries probiotiques vivantes en quantité suffisante, elles améliorent la 

santé humaine ou animale. 

L'un des principaux défis de l'industrie laitière moderne est de développer une gamme 

d’une variété de produits pour répondre aux besoins et aux goûts d'une clientèle grandissante dans 

différents domaines. La population est nombreuse et la demande est forte. La nécessité de faire 

pousser de nouvelles cultures, les développements avec des attributs sensoriels différents et 

améliorés nécessitent l'utilisation des souches microbiennes aux propriétés intéressantes pour la 

fermentation laitière (Wouters et al., 2002). Les pays développés manquent de sources de souches 
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BL nouvelles et uniques. Par conséquent, la nouvelle souche doit se trouver dans des matières 

premières et des produits peu standardisés, et dans produits naturelle avec des conditions 

environnementales particulières et inhabituelles. 

Dans de nombreux produits laitiers, les Leuconostoc spp. font partie naturelle des bactéries 

lactiques non-starter, expliquant le développement de la saveur (Cogan et al., 1994 ; Makarova 

et al., 2006). Leuconostoc est un genre de bactéries anaérobies facultatives à Gram positif, placé 

dans la famille des Leuconostocaceae.  

Les espèces du genre Leuconostoc ont été utilisées comme ferment pour les produits 

alimentaires commerciaux afin de maintenir la qualité des légumes fermentés, des produits laitiers, 

des viandes et des boissons alcoolisées pendant des périodes prolongées (Budde et al., 2003 ; 

Eom et al., 2007).  

En raison de ses caractéristiques de production d’arôme, Ln. mesenteroides est connue sous 

le nom de «bactérie de l'arôme ». Leuconostoc spp. se caractérisent par une fermentation 

hétérolactique par la voie de la phosphocétolase (PKP) (Özcan et al., 2019). En outre, Leuconostoc 

spp. obtenues à partir de produits fromagers traditionnels peuvent être précieuses pour la future 

production de produits laitiers, en améliorant la qualité du produit, car leurs propriétés affectent 

en fin de compte les caractéristiques et la qualité des produits finaux (Van Mastrigt et al., 2017). 

Le dextrane est un homopolysaccharide avec un squelette linéaire contenant au moins 50 

% de résidus D-glucopyranosyle et de multiples applications dans les produits alimentaires, y 

compris la boulangerie, les sucreries et les boissons (Kothari et al., 2014 ; Koirala et al., 2021).  

Les nanosciences et nanotechnologies font depuis plus de vingt ans l’objet de travaux 

nombreux, au sein et à l’interface de disciplines scientifiques multiples, comme la physique, la 

chimie, la biologie, les sciences de l’ingénieur ou les sciences humaines et sociales. Les recherches 

sur les nanotechnologies suscitent des espoirs importants en raison des propriétés particulières de 

la matière à l’échelle nanométrique qui permettent d’envisager de nouvelles fonctions jusqu’ici 

inimaginables. 

Les particules ayant un diamètre inférieur à 100 nm peuvent être définies comme des 

nanoparticules (NPs). La synthèse de diverses nanoparticules est très importante de la 

nanotechnologie car son application dans différents domaines tels que les médicaments 

(administration de médicaments, ciblage de médicaments, imagerie cellulaire et biocapteurs), les 
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sciences alimentaires (nano-composites, nano-émulsions, nano-encapsulation, etc.) et sciences de 

l'environnement (bio-floculant, surveillance et détection microbiennes et dégradation chimique 

(Saravanan et al., 2017 ; Dong et al., 2019).   

La synthèse de NPs peut être réalisée par des méthodes physique, chimiques et 

biologiques. Les techniques de synthèse chimique ont des effets néfastes sur l'environnement car 

utilisant des substances chimiques dangereuses (Monika et al., 2015). D’autre part, les synthèses 

biologiques présentent de grands avantages tels que des effets écologiques. Des bactéries, des 

levures, des algues, des champignons, des plantes sont utilisées pour la fabrication de 

nanoparticules (Varshney et al., 2012). Parmi ces méthodes biologiques, les bactéries ont été plus 

importantes en raison de leur simplicité et de leur production pure (Vidhya et al., 2014). 

Les voies extracellulaires et intracellulaires interviennent dans la synthèse des NPs 

métalliques par les bactéries (Taran et al., 2016). Il existe des traitements pour libérer les NPs 

métalliques qui sont essentielles à la synthèse des NPs intracellulaires comme les ultrasons et la 

centrifugation (Ganesh Babu et Gunasekaran, 2009). La synthèse des NPs extracellulaires a fait 

l'objet de plus d'attention que celle intracellulaire (Vidhya et al., 2014). Les Ag NPs peuvent se 

former en quelques minutes à partir d'ions Ag+ dans le surnageant de culture de microorganismes. 

L’objectif principal de cette étude est de sélectionner des souches Leuconostoc ayant un 

potentiel technologique, isolées à partir de différents produits laitiers de la région de Ouargla. Pour 

cela nous avons adopté les étapes suivantes : 

1-  Isolement des bactéries du genre Leuconostoc à partir du lait de chèvre, lait de chamelle, 

lait de vache, lait de brebis, fromage traditionnel (J’ben) et beurre traditionnel (D’han). 

2- Caractérisation morphologique, physiologique et biochimique des souches isolées 

3- Etude du pouvoir technologique des isolats (production des exopolysaccharides type 

dextrane, production de substances antimicrobiennes et l’étude de la biosynthèse des 

nanoparticules d’Argent). 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

Chapitre 1 : 

Synthèse bibliographique 
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I. Bactéries lactiques 

I.1. Généralités 

Les bactéries lactiques (BL) représentent un groupe hétérogène situé dans des habitats 

riches en nutriments. Elles peuvent coloniser de nombreux produits alimentaires tels que les 

produits laitiers, y compris le lait maternel (Martín et al., 2003), la viande, les poissons, les 

végétaux, les légumes, les céréales, les boissons, les eaux et le miel. Les BL font partie de la flore 

buccale, intestinale, et vaginale humaine ou animale (Lasztity, 2009 ; Rokop et al., 2015 ; Zarour 

et al., 2017 ; Zheng et al., 2020 ; Lavermicocca et al., 2021). 

Ce sont des bactéries Gram positif, asporulées, cocci ou bâtonnets ou coccobacilles, à 

catalase négative, dépourvues de cytochrome, immobiles, anaérobies mais aérotolérantes, avec une 

tolérance élevée pour un pH bas. Elles présentent des exigences nutritionnelles complexes vis-à-

vis des acides aminés, des minéraux, des acides gras et des glucides (Holzapfel et al., 2001, 

Salminen et Von Wright, 2004). Leur métabolisme est strictement fermentaire et l'acide lactique 

est le principal produit de la fermentation du sucre (Axelsson, 1998). Elles sont classées en micro-

organismes homofermentaires et hétérofermentaires à partir des produits des hydrates de carbone 

fermentés. Les BL homofermentaires produisent de l'acide lactique à partir des sucres, alors que 

les BL hétérofermentaires produisent de l'acide lactique, de l'acide acétique ou de l'alcool et du 

dioxyde de carbone. 

Orla-Jensen, (1921) a établi la première classification de BL, en se basant sur des critères 

morphologiques et physiologiques (forme, type de fermentation, température optimale de 

croissance, activité catalase, etc). Elles peuvent être classées en trois groupes essentiels : (i) 

homofermentaire, (ii) hétérofermentaire facultatif et (iii) hétérofermentaire strict (Mozzi et al., 

2015). La taxonomie des BL a été modifiée en introduisant la phylogénie moléculaire, basée sur la 

séquence des ARN ribosomiques ayant conduit à une reclassification importante de certaines 

espèces et sous-espèces. Plusieurs méthodes génotypiques, basées sur les acides nucléiques, sont 

aussi utilisées en classification tel que le pourcentage en GC qui est retenu comme étant un élément 

principal dans la répartition des BL. Selon de Paula et al., (2015), les BL à faible teneur en G+C, 

appartiennent au Règne : Bacteria, Phylum : Firmicutes, Classe : Bacilli, Ordre :Lactobacillales 

renfermant 6 familles avec 38 genres, y compris les genres Leuconostoc et Lactobacillus. La 

famille Bifidobacteriaceae, partage le même caractère principal (production d’acide lactique) que 

les BL. La figure 1 représente l’arbre phylogénétique des BL.  
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Figure 1 : Arbre phylogénétique des principaux genres de bactéries 

lactiques, incluant quelques genres aérobie et anaérobie facultatif de Firmicutes  

(Lahtinen et al., 2012) 

 

1.2. Genre Leuconostoc 

1.2.1. Définition  

Le terme Leuconostoc provient du mot grec « Nostoc » qui est une algue bleue 

mucilagineuse (cyanobactérie) et Leuco signifie blanc. Le genre Leuconostoc a été défini en 1878 

par Van Tieghem. Les premières souches ont été isolées à partir des accidents apparus dans les 

sucreries (Devoyod et poullain, 1988 ; Tanigawa et al., 2010 ; Kim et al., 2021). 

 Les tests génétiques ont montré que le groupe des leuconostocs comprend trois lignées :  

« Leuconostoc sensu stricto », «Leuconostoc paramesenteroides » et «Leuconostoc oenos ». La 

découverte de ces lignées était la principale raison de deux propositions de reclassements : le genre 

« Weissella » a été associé á «Leuconostoc paramesenteroides » et le genre « Oenococcus » a été 

associé à «Leuconostoc oenos ». Les anciennes espèces également, Leuconostoc cremoris et 

Leuconostoc dextranicum ont été classées comme des sous-espèces appartenant à l’espèce 

Leuconostoc mesenteroides avec l’ajout d’une troisième sous-espèce mesenteroides (Björkroth et 

Holzapfel, 2006). 
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1.2.2. Ecologie  

Les leuconostocs sont des bactéries épiphytes, largement retrouvées dans la nature et sont 

associés aux plantes. Ils ont été isolés à partir des végétaux (Hemme et Foucaud-Scheunemann, 

2004) et dans divers produits végétaux fermentés, tels que concombre, kimchi, chou et olives (Kim 

et Chun, 2005 ; Mäki, 2004). En plus du matériel d'origine végétale, Les leuconostocs sont 

fréquents dans les aliments d'origine animale (lait cru et produits laitiers, viande, volaille et 

poisson) (Björkroth et Holzapfel, 2006).  Ainsi, le lait de chamelle cru ou fermenté qui est 

considérer comme un biotope favorable pour les leuconostocs avec 35% de leurs bactéries lactiques 

autochtones (Bellil, 2019). 

1.2.3. Génome et classification  

Le genre Leuconostoc a été classé dans la famille des « Streptococaceae » jusqu’à l’année 

2005 où une nouvelle famille « Leuconostocaceae » a été proposée dans Bergey's Manual of 

Systematic Bacteriology puis confirmée en 2009 après description de la famille (Schleifer, 2015).  

Depuis la première classification du genre Leuconostoc, la taxonomie n’a pas cessé 

d’évoluer. Leur classification change au fur et à mesure avec la progression des connaissances, 

pour s’adapter aux nouvelles connaissances scientifiques. Selon Hui et Evranuz (2016), Le genre 

Leuconostoc renferme 14 espèces (mesenteroides, lactis, pseudomesenteroides, carnosum, 

gelidum, fallax, citreum, gasicomitatum, kimchi, garlicum, inahae, holzapfelii, palmae et 

miyukkimchii). L’espèce L. mesenteroides est la plus utilisée en agro-alimentaire, et renferme 

quatre sous-espèces (subsp. mesenteroides, subsp dextranicum, subsp. Cremoris) et subsp. 

suionicum qui a été ajoutée par Gu et al., (2012) (Ruppitsch et al., 2021). 

Parmi la famille des Leuconostocaceae, sept génomes de Leuconostoc, ont été 

complètement séquencés. En outre, Onze génomes sont disponibles mais avec des séquences 

brutes. La taille du génome des Leuconostocaceae varie de 1.4 à 2.2 Mb (Chelo et al., 2010), 

sachant que la plupart des genres contient des plasmides. Les leuconostocs présentent de 1 à 6 

plasmides (masses moléculaires allant de 1 à 76 MDa), dont la plupart sont cryptiques. Cependant, 

les gènes impliqués dans le transport et l'hydrolyse du lactose, ainsi que dans la production et la 

résistance à la bactériocine, sont portés par un plasmide. Chez certaines espèces, la bactériocine 

(mésentéricine Y105) est codée sur un plasmide dans Leuconostoc mesenteroides subsp. 

mesenteroides Y105.  
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Figure 2: Arbre phylogénétique de la famille des Leuconostocaceae à partir 

d’ARNr 16S (Rosenberg et al., 2014) 

I.3.Intérêts technologiques des leuconostocs 

I.3.1. Pouvoir acidifiant 

La fermentation des hexoses par les espèces de Leuconostoc, conduit à un fort abaissement 

du pH extracellulaire, par la production en grande quantité d’acide lactique au cours de la 

multiplication bactérienne (Mäyra-Mäkinen et Bigret, 2004 ; Monnet et al., 2008). Cette 

propriété est appelée « fonction acidifiante » qui constitue la caractéristique métabolique la plus 

recherchée dans les industries alimentaires, en particulier des produits laitiers (Sumarsih et al., 

2012). 
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I.3.2. Pouvoir aromatisant 

La plupart des composés d’arôme sont issus du métabolisme du citrate, de l’acétoïne et du 

diacétyle (Tamime, 2002). Les leuconostocs hétérofermentaires sont souvent associés aux 

Lactocoques dans la production de composants aromatiques (éthanol, acide acétique, diacétyle et 

acétoïne) (Mahaut et al., 2000). 

La lipolyse a été largement étudiée dans le domaine alimentaire. Elle joue un rôle 

important dans la formation des substances aromatiques des produits transformés (Zalacain et al., 

1996). Les voies métaboliques liées à la lipolyse augmentent significativement et rapidement la 

concentration en acides gras libres et des précurseurs d'arômes qui entrent dans la saveur globale 

des produits alimentaires (Bigret, 1994). 

Le diacétyle qui est l'élément dominant de l'arôme de beurre mais est aussi présent dans 

bien d'autres produits laitiers tels que les laits, crèmes fermentées et divers fromages (Otto, 1999).  

I.3.3. Pouvoir texturant 

La production des polysaccharides qui se présentent sous forme de composant de la paroi 

(peptidoglycane) peuvent être libérés de la cellule. Ils sont soit attachés de manière permanente à 

la surface de la cellule microbienne sous forme de gélules (polysaccharide capsulaire, CPS) ou 

sécrétés dans l'environnement sous forme d'exopolysaccharides (EPS) (Chapot-Chartier et al., 

2011 ; Castilla-Marroquín et al., 2020).  

I.3.4. Pouvoir antimicrobien 

La sélection des bactéries protectrices est basée essentiellement pour leur pouvoir de 

production de bactériocines, généralement dirigées contre des bactéries pathogènes. Ces souches 

ont été testées dans l’aliment et de telles propriétés ont été appliquées dans différentes matrices 

alimentaires (Todorov et al., 2017). 

Les leuconostocs synthétisent des molécules à action bactéricide/bactériostatique, tels que 

les acides organiques, le peroxyde d’hydrogène, le dioxyde de carbone, le diacétyle, et les 

bactériocines. Ces mécanismes antimicrobiens ont été exploités pour améliorer la conservation des 

aliments. 

Les acides organiques, comme l’acide lactique, l’acide acétique ou l’acide propionique, 

sont produits au cours de processus de fermentation alimentaire. Ils agissent au niveau de la 

membrane cytoplasmique en perturbant le maintien de son potentiel et en inhibant les systèmes 

membranaires de transport actif (Alakomi et al., 2000). L’activité antimicrobienne d’un acide 
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organique dépend de sa nature (acide fort, acide faible). L’acide acétique, est plus actif que l’acide 

lactique ; il inhibe les levures, les moisissures et les bactéries (Blom et Mortvedt, 1991). 

Les leuconostocs sont dépourvues de catalases agissant sur la décomposition du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) en eau et en oxygène. Pour cela, l’H2O2 produit, s’accumule dans le milieu 

extérieur et peut inhiber certains microorganismes présents (Condon, 1987). L’action inhibitrice 

du peroxyde d’hydrogène est principalement due à son fort effet oxydant sur les lipides 

membranaires et les protéines cellulaires. 

Les leuconostocs synthétisent du CO2 comme métabolite secondaire. Son accumulation 

dans le milieu extérieur crée une anaérobiose qui peut être toxique pour les microorganismes 

aérobies présents dans l’aliment. Le CO2 peut aussi, à faible concentration, stimuler la croissance 

de certaines bactéries. 

La production de bactériocines a été signalée pour diverses espèces appartenant au genre 

Leuconostoc et la plupart fait partie des bactériocines de classe IIa, montrant une activité anti-

Listeria spécifique (Chang et al., 2007 ; Trias et al., 2008 ; Reina et al., 2010 ; Chang et Chang 

2010 ; Cardamone et al., 2011 ; Chang et Chang 2011 ; Pujato et al., 2014 ; de Paula et 

al.,2015). 

I.3.5. Bactériocines des leuconostocs 

I.3.5.1. Bactériocine de classe II   

Ce sont des petites molécules de poids moléculaire <10 kDa, thermostables, contenant des 

peptides cationiques non modifiés et des peptides hydrophobes. Cette classe est subdivisée en trois 

sous-classes : sous-classe IIa, sous-classe IIb et sous-classe IIc. Tous les gènes sont portés par des 

plasmides ou chromosomes et parfois sur les deux, ils sont constitués de gène de structure et du 

gène d'immunité correspondant. Ces gènes peuvent être regroupés avec d'autres gènes de transport 

de la bactériocine. 

Généralement, les bactériocines de cette classe ont besoin un minimum de quatre gènes : 

un gène du pré-peptide, gène de la protéine d'immunité, gène de la protéine de transport de liaison 

ATP (système ABC : ATP Binding Cassette) et gène de la protéine d'accessoire liée à la membrane 

(van Belkum et Stiles, 2000).  

Sous-classe IIa : ce sont des peptides Anti-Listeria, ils ont attiré l'attention des chercheurs 

pour une utilisation comme bio-conservateurs, comme la pédiocine PA1 et la leucocine A (Perez 

et al., 2014). Près de 50 bactériocines de cette sous classe sont produites par des bactéries isolées 
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à partir des aliments fermentés, des produits laitiers, du saumon fumé et du tube digestif humain 

(Mokoena, 2017). 

Sous-classe IIb : l'activité antimicrobienne des bactériocines de cette sous classe requière 

la synergie de deux peptides complémentaires, comme la plantaricine A et l’entérocine X (Hu et 

al., 2010 ; Zacharof et Lovitt, 2012). L'activité de certains peptides de cette sous- classe exhibe 

une inhibition individuellement, cependant l'ajout du peptide complémentaire améliore l'activité 

inhibitrice. Les bactériocines de cette sous-classe contiennent des régionsamphiphiles et 

hydrophobes et sont souvent cationiques. Les gènes qui codent pour les deux peptides 

complémentaires se situent sur le même opéron (Diep et al., 2009). 

Sous-classe IIc : les bactériocines de cette sous classe possèdent une séquence signal N- 

terminale de type "sec" et sont sécrétées via la voie générale de sécrétion alors que pour les autres 

sous-classes, les bactériocines sont biosynthétisées sous forme inactive contenant un peptide leader 

et un site protéolytique de type double Glycine. Quelques peptides cycliques dont le N et C terminal 

sont liés de manière covalente font partie de cette sous-classe (Cotter et al., 2005). 

I.3.5.2. Biosynthèse des bactériocines de classe II 

Les gènes codant pour les bactériocines de cette classe sont organisés dans un groupe 

d'opérons et consistent en gène de structure qui code pour le pré-peptide, le gène d'immunité, les 

gènes qui codent pour le transporteur ABC qui est impliqué dans la translocation de la bactériocine 

et le gène de la protéine accessoire qui est impliquée, occasionnellement dans le transport de la 

bactériocine, et le gène de régulation (Ennahar et al., 2000 ; Todorov, 2009). 

Le gène de la plantaricine 423 (une bactériocine de classe IIa) a un opéron similaire à la 

structure de l'opéron de la pédiocine PA-1 avec quatre ORFs (Open reading frames) (plaABCD) 

composés de gènes de structure, gène d'immunité, gène de la protéine accessoire et le gène du 

transporteur ABC (ATP binding cassette). De plus, les bactériocines de classe II produisent 

unfacteur inducteur qui active la transcription du gène régulateur (Ennahar et al., 2000 ; Todorov, 

2009). Les différentes étapes de biosynthèse sont montrées dans la figure suivante : 
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Figure 3 : Biosynthèse des bactériocines de classe IIa : système de régulation à trois 

composants, biosynthèse, sécrétion et immunité. CM : membrane cellulaire. Im : protéine 

d'immunité. EII t Man : mannose PTS perméase, récepteur des bactériocines de classe IIa. 

IIC et IID sont deux domaines de EII t Man qui interagissent avec les bactériocines de classe 

IIa. D'après Ennahar et al., (2000). 

La traduction des gènes de structure conduit à la formation de probactériocine et de facteur 

inductible (IF), ce dernier sera transporté par le transporteur ABC, conduisant à la libération de 

bactériocine mature, de facteur IF et de protéine histidine kinase (HPK). etautophosphate En 

présence de produit chimique, le groupe phosphoryle P est transféré au système de régulation RR, 

qui active la régulation des gènes, et le système immunitaire de la bactérie productrice assure qu'il 

est protégé de ses propres bactériocines. 

 

I.3.5.3. Immunité de la souche productrice 

Les bactéries productrices des bactériocines se protègent par l'action de leurs propres 

bactériocines par la production des protéines d'immunité spécifiques ; les gènes qui codent pour la 

protéine de l'immunité se trouvent en amont ou en aval des gènes de structure des bactériocines, 

d’autres gènes d'immunité non directement associés aux mêmes opérons des bactériocines ont 

également été identifiés (Todorov, 2009). 

L'immunité des bactériocines de classe II est beaucoup plus simple, un seul gène code 

pour la protéine d'immunité qui est situé dans le même opéron en aval du gène de la bactériocine 
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correspondante, il s'agit souvent, d’une protéine contenante 50 à 150 acides aminés, associée à la 

membrane. L'étude de l'immunité de la carnobactériocine B2 (une bactériocine de classe IIa), 

semble située à l'intérieur du cytoplasme, elle peut interagir avec une autre protéine, peut-être un 

récepteur, du côté cytoplasmique de la membrane cellulaire (Quadri et al., 1997 ; Sprules et al., 

2004) en empêchant l'action de la bactériocine (figure 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Immunité des bactéries productrices de bactériocines de classe IIa. IIC et 

IID. Deux domaines de EII t Man interagissent avec les bactériocines de classe IIa d'après 

Kjos et al., (2011). 

La pédiocine PA-1, une bactériocine de classe IIa, se fixe sur l’unité D du mannose 

phospho-transférase (enzyme transmembranaire multimérique). Le mécanisme d’action des 

bactériocines de classe IIa est montré dans la figure ci-dessous : 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Mécanisme d'action des bactériocines de classe IIa d'après Kjos et al., 

(2011). 
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Le feuillet β N-terminal de la bactériocine (colorée en rouge) se lie à une boucle 

extracellulaire du domaine EIIt Man IIC (gauche). Ensuite, l'hélice α C-terminale interagit avec 

des hélices transmembranaires des protéines IIC et/ou IID (à droite) provoquant des changements 

de la conformation de la membrane, entraînant ainsi la formation de pores et par conséquent la 

mort cellulaire. 

I.3.4. Pouvoir probiotique des leuconostocs 

Contrairement à certaines bactéries destinées aux consommateurs, 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 sont ingérées à des concentrations cellulaires élevées.  

L’ajout de la tryptone (100 mg par l) aux laits fermentés par les espèces de Leuconostoc, 

augmente leur valeur thérapeutique liée à une biodisponibilité plus élevée de fer, de zinc, de 

magnésium et d'acides gras en augmentant leur temps de transit (Shobharani et Agrawal, 2009). 

Plusieurs travaux ont confirmé l’appartenance de ce genre au groupe des genres proposés 

comme probiotiques (Diana et al., 2015 ; Giles-Gómez et al., 2016). 

I.3.5. Pouvoir de production du mannitol 

Le mannitol ou le sucre de la manne (Bhatt et al., 2013), se retrouve dans les feuilles 

d'olivier, les algues marines, les fruits et les légumes (Oddo et al., 2002). Ce polyol hexitol est 

utilisé principalement dans l’industrie alimentaire, pharmaceutique et chimique (Saha et Racine, 

2011). Le mannitol, en tant que métabolite commun entre plusieurs microorganismes, contribue 

aux interactions complexes entre les plantes et les agents pathogènes (Guo et al., 2012) en 

fournissant aux plantes la défense nécessaire (Patel et Williamson, 2016), ce qui participe dans 

l’amélioration de la qualité des produits alimentaires á base des plantes. Ln. pseudomesenteroides 

et Ln.mesenteroides sont connus par leur capacité á produire ce polyol à partir de la fermentation 

du fructose (Farinazzo et al., 2020). 

I.3.6. Pouvoir d’hydrolyser des α-galactosides 

Les α-galactosides, comme le melibiose, le stachyose et la raffinose, sont couramment 

présents dans les plantes et ne sont pas métabolisés par les mammifères à cause de l’absence de 

l’enzyme responsable « α-galactosidase » dans la muqueuse intestinale, entrainant par conséquent 

une flatulence. Pour éviter ces inconvénients et stimuler la consommation des produits alimentaires 

hautement nutritifs, plusieurs tentatives sont faites pour éliminer les α-galactosides en utilisant 
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quelques méthodes comme l’addition de l’enzyme α-galactosidase. Il a été proposé d’utiliser les 

leuconostocs qui possèdent cette enzyme comme une approche biotechnologique afin d’éliminer 

ces α-galactosides (Spencer et de Spencer, 2004). 

I.3.7. Production des vitamines 

Les souches de Ln. mesenteroides productrices de quantités importantes de ménaquinones 

(vitamine K2) et la riboflavine qui 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. La production de folate (vitamine 

B9) a été également rapportée dans Ln. lactis et Wessella. paramesenteroides (Hemme, 2012). 

  

II. Dextrane 

II.1. Définition 

Les exopolysaccharides (EPS) ont attiré de plus en plus l'attention deschercheurs en raison 

de leurs applications médicales, industrielles ou alimentaires (Ibarburu et al., 2015). De nombreux 

micro-organismes différents peuvent être utilisés poursynthétiser des EPS, tels que des bactéries, 

des algues, des levures et des champignons (He et al., 2014 ; Miao et al., 2014 ;). Parmi tous les 

EPS microbiens, les EPS des BL ont été le plus largement étudié notamment pour la production de 

ferments alimentaire, attribuent à leur capacité à générer de l'acide lactique et ils sont statut 

généralement reconnu comme sûr (GRAS) (Rühmkorf et al., 2012 ; du et al., 2018 ; Huang and 

Huang, 2019). 

Le dextrane est un polysaccharide produit de manière extracellulaire par des BL et il 

possède généralement des chaînes de D-glucose en liaison (1–6) avec différentes ramifications ((1–

2), (1–3) ou (1–4)) (Abdel-Rahman et al., 2007 ; Schmid, 2018 ; Díaz-Montes et al., 2020). Le 

type de dextrane dépend de la souche microbienne car les dextranes peuvent différer par la longueur 

des chaînes et le degré de ramification. La principale différence sur leurs propriétés physico-

chimiques et leurs utilisations (Abdel-Rahman et al., 2007 ; Schmid, 2018), tels que les 

stabilisants et les hydratants (Heinze et al., 2006). La production de dextrane est principalement 

réalisée par des bactéries aéro-anaéro-facultatives, Qui sont cultivé dans un milieu saccharosé 

moyennement riche (Garvie, 1984). 

La biosynthèse du dextrane a été mise en évidence chez de nombreuses bactéries, 

notamment chez les Streptococcusmutans, chez les Ln mesenteroidessspmesenteroides et chez les 
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Lnmesenteroidesssp. dextranicum, Lactobacillus  et Weissella. Parmi tous les micro-organismes 

producteurs de dextrane, le plus étudié et utilisé est Ln (Flórez Guzman et al, 2018). Les 

Leuconostocs produisent l'enzyme, la dextrane-sucrase, et la sécrètent dans le milieu de culture en 

présence de saccharose. Lnmesenteroides et Lcdextranicum 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 ;Purama et al., 2009), 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 Ln. 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). 

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 ; Selvi etal., 2019). 
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Figure6: Représentation schématique de la structure générale du dextrane (Covis, 

2011 ;Harutoshi 2013; Mensink et al.,2015). 

II.2. Production de dextrane 

La dextrane-saccharase de Lnmesenteroides catalyse la synthèse de dextrane, polymère de 

glucose à partir du saccharose (Dols, 1996 ;Leemhuis et al. 2013 ; Münkel et al., 2019) 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 capsule (diamètre maximum 6 µm) composée principalement d'un ample réticulum 

de filaments fins. 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 
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capsule produisent du dextrane relativement soluble ce qui avait été déjà noté par 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 etP oullain (1988) deux types 

de colonies été observées sur le milieu au saccharose de Mayeux,Sandine et 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. 

 

II.3. Conditions de la production de dextrane 

Bien que le dextrane commercial -soit encore principalement- produit en utilisant la 

méthode de culture entière, sa production peut également être obtenu par voie enzymatique avec 

des surnageants acellulaires contenant de la dextrane-saccharase en présence de saccharose ou en 

utilisant une préparation enzymatique purifiée. De cette façon, les conditions peuvent être plus 

facilement contrôlées et le polymère obtenu est plus uniforme et plus facile à purifier. De plus, le 

fructose peut être obtenu en tant que coproduit précieux (Heinze et al., 2006 ; Vettori et al., 2012 ; 

Leemhuis et al., 2013). 

En outre, le fructose libéré lors de la biosynthèse du dextrane peut également être utilisé 

comme source de carbone et d'énergie dans d'autres fermentations pour obtenir d'autres produits, 

par exemple pour une conversion efficace en éthanol par Zymomonasmobilis (Iliev et al., 2018), 

ce qui serait à la fois rentable et respectueux de l'environnement. Tant la production de dextrane 

par fermentation directe de cultures entières que la biosynthèse de dextrane-saccharase pour sa 

production en utilisant la méthode enzymatique acellulaire dépendent d'un grand nombre de 

paramètres nutritionnels et environnementaux. À leur tour, les niveaux et les changements de ces 

paramètres affectent de manière significative le rendement et les propriétés du PSE résultant. Cet 

ensemble de facteurs pertinents pour la fermentation microbienne se compose de paramètres tels 

que les sources de carbone, d'azote et de minéraux et leurs concentrations, le pH initial, la durée et 

la température de fermentation, les niveaux d'inoculation et d'aération (Kumar et al., 2007 ; 

Naessens et al., 2005; Vettori et al., 2012). 
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La conception réussie du processus de fermentation est basée sur l'obtention du produit 

selon une certaine spécification, en atteignant la concentration de produit, le rendement et la 

productivité requis pour un objectif économique spécifique. Cependant, il n'y a pas un seul 

ensemble de conditions de culture qui garantit des rendements de produits élevés, car les 

organismes diffèrent dans leurs attitudes envers ces facteurs critiques pour une production 

maximale d'EPS (Kumar et al., 2007). Dans le même temps, la production de la plupart des EPS, 

y compris le dextrane, peut également être caractérisée par un certain nombre de caractéristiques 

et de conditions préalables communes, telles que la nature associée à la croissance du processus, 

où le maximum de produit est atteint au début de la phase stationnaire. , le besoin de rapports C/N 

élevés et de températures inférieures à l'optimum pour la croissance cellulaire (Kumar et al., 2007; 

Vijayendra et SharathBabu 2008 ; Onilude et al., 2013; Lule et al., 2016; Barcelos et al., 

2019). Les relations observées entre la distribution du poids moléculaire du dextrane, la 

température de réaction, les concentrations de dextrane et de saccharose observé dans la plupart 

des cas de synthèses enzymatiques acellulaires sont également de nature commune (Falconer et 

al., 2011; Kanimozhi i et al., 2019). À cet égard, des études approfondies ont été menées pour 

améliorer la production de dextrane dans de nombreux Leuconostoc souches utilisant à la fois des 

méthodes de culture entière et des méthodes enzymatiques, ainsi que diverses techniques 

d'optimisation (Angelina et Vijayendra 2015).  

II est important de se rappeler que la production d’une 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 milieu, la production peut être 

optimisée sous certaines conditions dans certains milieux définis, ces conditions sont résumées 

dans le tableau suivant : 
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Tableau 01 : Condition d'optimisation de production de dextrane (Vettori et al., 2012 ; 

Zarour, 2018) 

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.4. Application de dextrane 

Le dextrane a diverses applications dans les industries pharmaceutique, chimique et 

alimentaire (Florez 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, 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 (Farinazzo et al., 2020). 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. 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. Ils sont 

responsables d'une grande diversification des saveurs et des textures des produits alimentaires, c'est 

pourquoi ils sont principalement utilisés pour produire différents produits fermentés tels que 

yaourts, fromages, levains, cornichons, saucisses et produits à base de soja (Díaz-Montes, 2021).  

 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 
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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 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 ; Zikmanis et al., 2020). 
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III. Biosynthèse de nanoparticules d’argent 

III.1. Définition des nano particules (NPs) 

La nanotechnologie a atteint une attention remarquable ces dernières années en raison 

de leurs propriétés physico-chimiques uniques et de leur utilisation intensive dans divers champs. 

De nombreux scientifiques et économistes ont signalé une augmentation considérable de 

l'utilisation des nanomatériaux répondre à la demande émergente dans différents domaines 

d'application avec le développement de nouveaux matériaux (Maurer-Jones et al., 2013). Pour 

les applications environnementales, de nouveaux nanomatériaux aux performances supérieures 

sont essentiels. Actuellement, la plupart des scientifiques pensent que les nanomatériaux sont 

l'un des principaux piliers des sciences et technologies émergentes (Zhu et al., 2019; Wu et al., 

2019). En raison de la plus grande spécification de température, taille de pores réglable, distance 

de diffusion interparticulaire plus courte, grand nombre de sites d'adsorption associés et chimie 

de surface différente par rapport à d'autres matériaux, les nanomatériaux sont considérés comme 

de merveilleux absorbants et catalyseurs remarquables (Khin et al., 2012 ; Tang et al., 2014; 

Gong et al., 2018). 

 

III.2. Synthèse bactérienne de nanoparticules 

Les bactéries se sont avérées être un bon candidat pour la synthèse biologique de 

nanoparticules car elles produisent des nanoparticules de manière extracellulaire par la réduction 

d'ions métalliques en particules métalliques. De plus, les possibilités exceptionnelles de 

production de nanoparticules par les bactéries peuvent être dues à un taux de reproduction plus 

rapide et à une culture relativement plus facile (Saratale et al., 2018). Le mécanisme de synthèse 

de toutes les nanoparticules par les bactéries reste le même, ce qui fait généralement allusion à 

la synthèse d'enzymes réductases par les bactéries, ce qui contribue au mécanisme de 

bioréduction. 

 

III.3. Nanoparticules d'argent (AgNPs) 

Les bactéries participent généralement à la production de matériaux inorganiques extra 

et intracellulaires et ceux-ci peuvent être utilisés pour la synthèse de nanoparticules d'argent 

(Rafique et al., 2016). Pseudomonas stutzeri La souche AG259 isolée de la mine d'argent a été 

signalée comme la première preuve de la synthèse d'AgNPs à partir de bactéries (Jorge de Souza 

et al., 2019). Fondamentalement, les AgNPs sont synthétisés en utilisant la biomasse bactérienne 

et solution de nitrate d'argent (AgNO3) dans des conditions pertinentes de pression et de 
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température. Le mécanisme implique la bioréduction par des bactéries dans lesquelles les 

enzymes réductases réduisent l'Age ions aux AgNPs intra ou extracellulaire selon l'emplacement 

de réduction des ions argent. Il fait allusion au processus simultané d'obtention d'électrons à partir 

du NADH par l'enzyme réductase dépendante du NADH et à la réduction de l'Ag+ ions aux 

AgNPs (Javaid et al., 2018). Une étude récente a élucidé que Cupriavidus souche isolée du sol 

urbain a médié avec succès la synthèse de nanoparticules d'argent (Ameen et al., 2019). Dans la 

synthèse d'AgNPs à partir d'extraits acellulaires de Bacillus brevis (NCIM2533), les protéines 

présentes dans l'extrait pourraient agir comme agents coiffants et stabilisants responsables de la 

réduction des ions d’argent limitant l'agglomération des nanoparticules (Saravanan et al., 

2018a,b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Réduction des nanoparticules d'argent dans les micro-organismes 

 

III.4. Applications des AgNPs 

Les nanoparticules d'argent sont parmi les plus attractives nanomatériaux pour des 

applications de commercialisation. Ils ont été largement utilisés comme produits électroniques 

dans l'industrie, agents antibactériens dans l'industrie de la santé, le stockage des aliments, 

revêtements textiles et un certain nombre d'applications environnementales. En tant qu'agents 
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antibactériens, les nanoparticules d'argent ont été utilisées pour un large éventail d'applications 

de la désinfection des dispositifs médicaux et les appareils ménagers au traitement de l'eau 

(Ahmad et al., 2020). De plus, cela a encouragé l'industrie textile à utiliser les AgNPs dans 

différents tissus. Dans cette direction, les fibres nanocomposites d'argent ont été préparés 

contenant des AgNP incorporés à l'intérieur dutissu (Saravanan et al., 2020). Les fibres de coton 

contenant des AgNPs présentaient une activité antibactérienne élevée contre Escherichia coli 

(Javed et al., 2021). 

Les nanoparticules d'argent catalysent la chimiluminescence à partir du système 

luminol-peroxyde d'hydrogène avec une activité catalytique meilleure que les colloïdes Au et Pt 

(Ahmad et al., 2020). 

 

III.4.1. Effet antimicrobien des AgNPs 

Récemment, la technologie jet d'encre a été utilisée pour produire circuits électroniques 

souples à faible coût, et de nombreuses études concernant cette application ont été signalés ces 

dernières années (Ahmad et al., 2020). Pour fabriquer des écrans électroniques flexibles par jet 

d'encre-impression, il est nécessaire de développer des encres adaptées. Nano-taille les particules 

métalliques telles qu’Au ou Ag sont utiles pour produire circuits électroniques en raison de 

l'uniformité du petit particules métalliques dispersées dans les encres et leur haute conductivité.  

Le mécanisme de la fonction antibactérienne des nanoparticules d'argent est associé à 

l'interaction entre l'argent et le composé du groupe thiol dans les cellules fongiques bactériennes 

et les champignons (figure 8). Bien que le mécanisme exact reste inconnu, il a été rapporté que 

des changements structurels sont trouvés dans les cellules bactériennes et fongiques après le 

contact avec des nanoparticules d'argent. Par rapport aux particules d'argent ordinaires, les 

nanoparticules d'argent ont des propriétés antibactériennes et antifongiques favorables en raison 

de leur surface extrêmement grande qui permet un meilleur contact avec les micro-organismes 

des bactéries et des champignons. De plus, le gel de nanoparticules d'argent se fixe non seulement 

sur les membranes cellulaires, mais pénètre également dans les bactéries et les champignons. Une 

fois que l'argent est entré dans les cellules, il se lie à la paroi cellulaire et à la membrane et inhibe 

le processus de respiration (Javed et al., 2021). Dans le cas d'Escherichia coli, l'absorption de 

phosphate et la libération de mannitol, de succinate, de proline et de glutamine sont inhibées par 

la présence d'argent. Par conséquent, les nanoparticules d'argent peuvent être utilisées comme 

inhibiteur de croissance efficace dans divers micro-organismes et elles sont applicables à 

différents systèmes de contrôle antibactérien (Saravanan et al., 2020). 
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Figure 8 : Interaction entre les nanoparticules d'argent et les cellules bactériennes 

(Ahmad et al., 2020) 

Des études ont évalué les performances antibactériennes des nanofibres contenant de 

l'argent contre les micro-organismes à Gram positif et à Gram négatif (Javed et al., 2021).  

 

III.4.2. Appareils photovoltaïques 

L'effet de résonance des nanoparticules d'argent a été étudié et discuté par un grand 

nombre de recherches. Lorsque les nanoparticules d'argent sont associées à un matériau 

diélectrique, les plasmons de surface sont excités avec un caractère combiné d'onde 

électromagnétique et de charge de surface (Saravanan et al., 2020). En tant qu'éléments de 

diffusion de lumière puissants, les nanoparticules d'argent diffusent la lumière et la lumière est 

ensuite collectée et piégée entre les nanoparticules d'argent et les films minces diélectriques 

(Ahmad et al., 2020).  

 

III.4.3. Catalyseur pour l'hydrolyse/électrolyse de la matrice polymère 

Une autre application pour inclure des nanoparticules d'argent dans des nanofibres 

polymères est d'accélérer l'hydrolyse du matériau en vrac. Les nanoparticules d'argent présentent 

de fortes propriétés catalytiques pour l'hydrolyse et l'électrolyse des matériaux organiques 

lorsqu'elles sont fabriquées en composites nanoparticule/polymère d'argent (Javed et al., 2021). 

De plus, l'activité catalytique peut être adaptée en contrôlant la taille des particules d'argent et de 

la matrice polymère. Généralement, la plus petite taille de particule présente une activité 

catalytique plus élevée avec un plus grand nombre de sites de réaction, de sites de pliage par 

surface (Saravanan et al., 2020). Cette dépendance vis-à-vis de la taille devient encore plus 

importante lorsque la taille des particules diminue à l'échelle nanométrique. Des études ont 

synthétisé des nanoparticules d'argent en utilisant une méthode de réduction chimique, suivie de 
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leur incorporation dans la matrice polymère d'acétate de polyvinyle (PVAc) (Javed et al., 2021), 

pour préparer un nano-composite de nanoparticules d'argent PVAc. En introduisant des 

nanoparticules d'argent dans la matrice polymère, l'hydrolyse de ce matériau hybride peut être 

accélérée.  

 

III.4.4. Filtration et traitement de l'eau 

Parmi les différents types de matériaux antibactériens nanométriques, c'est-à-dire ZnO, 

MgO et TiO2, les nanoparticules d'argent se sont révélées être l'agent antimicrobien le plus 

efficace (Javed et al., 2021). Lors de l'épuration avec des multicouches à liaison hydrogène 

assemblées sur des microsphères magnétiques, elle peut être délivrée et localisée dans une région 

spécifique sans contaminer l'environnement en utilisant des champs magnétiques (Saravanan et 

al., 2020). Un composite de Fe3O4 bifonctionnel à des nanoparticules d'argent avec des 

propriétés à la fois super-paramagnétiques et antibactériennes a été préparé et s'est avéré avoir 

une excellente capacité antibactérienne contre E. coli, Staphylococcus epidermis et Bacillus 

subtilis. En plus des avantages du super-magnétisme, qui permet d'éliminer facilement le 

matériau de l'eau, les membranes en nanofibres polymères mésoporeuses peuvent être conçues 

avec des tailles de pores spécifiques et les propriétés de filtration souhaitées pour améliorer 

l'efficacité du traitement de l'eau et la recyclabilité. Les nano-composites de super-

magnétisme/nanoparticule d'argent/nanofibre de polymère peuvent être un désinfectant de l'eau 

prometteur (Javed et al., 2021).
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Materiel et méthodes 

Ce travail a été réalisé au niveau des laboratoires de microbiologie appliquée et de 

biochimie appliquée de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie (Université Kasdi 

Merbah Ouargla) et le Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico – 

Chimiques (CRAPC) de Ouargla. Il consiste d’une part à isoler puis identifier des souches 

Leuconostoc, à partir de différents produits laitiers (lait de chèvre, lait de chamelle, lait de 

brebis, lait de vache, fromage traditionnel, Klila et D’hane), et d’autre part, étudier leur potentiel 

et aptitude technologiques. Nous avons également procédé aux caractérisations 

morphologiques, physiologiques et biochimiques des isolats. 

 

I. Isolement des souches Leuconostoc 

I.1. Provenance des échantillons 

Les différents produits laitiers collectés dans la région d’Ouargla sont consignés dans 

le tableau 2.  

Tableau 2: Provenance des divers produits laitiers collectés 

 

 

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

qui peut influencer sur la flore lactique. En effet, la réalisation du prélèvement nécessite le port 

de gants et laver les trayons avec une serviette propre, tirer quelques jets de lait pour réduire le 

nombre de bactéries dans le canal du trayon (Lévesque, 2004). Ensuite, il faut désinfecter 

l’ensemble du trayon avec de l'eau savonneuse, rincer avec l'eau de javel, puis sécher avec du 

coton hydrophile stérile (Benazzouz, 2012). Prélever du lait dans des flacons en verre de 250 

Echantillons Dates de collection Provenances 

Lait de chamelle 
- 11 et 20 /02/2019 

- 10/01/2021 
Ouargla 

Lait de chèvre - 9, 11, 15,16 et 18 /02/2019 
Taibet, Touggourt, Elbour et 

Ouargla 

Lait de vache - 15/02/2019 Ouargla 

Lait de brebis 
- 11, 20 et 26/02/2019 

- 10/01/2021 
Ouargla 

Dhan - 16/02/2019 Taibet, Elbour 

Klila - 15/02/2019 Touggourt 

J’ben (fromage 

traditionnel) 
- 16 et 18/02/2019 Ouargla 
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ml, stériles puis les placer dans la glace, au fond d'une glacière pour conserver le lait au cours 

du transport vers le laboratoire à une température de 4°C (Lévesque, 2004). 

Les échantillons de Dhan, klila et J’ben ont été préparés traditionnellement dans les 

fermes où ils ont été collectés.  

 

I.1.1.  Préparation des dilutions 

I.1.1.1. Lait 

Après homogénéisation de l'échantillon de lait, prélever aseptiquement 1ml et 

l’introduire dans un tube contenant 9ml d'eau physiologique peptonée, agiter bien puis 

transférer 1ml de cette première dilution et l’introduire dans un deuxième tube. De même façon 

sont effectuées les dilutions décimales jusqu'à 10-3 (Benazzouz, 2012). 

 

I.1.1.2. Fromage, Dhan et Klila 

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

peptonée stérile. Après homogénéisation, des dilutions décimales jusqu'à 10-3 sont réalisées 

(Guiraud, 1998). 

 

I.2. Isolement et purification 

I.2.1. Isolement 

Pour l'isolement des souches Leuconostoc, nous avons utilisé le deMan, Rogosa, 

Sharpe (MRS) avec l'addition d'un antibiotique (la vancomycine 30mg/l). Nous avons ensuite 

ensemencé en masse à partir des dilutions (1ml de chaque dilution), puis placé les boites en 

incubation à 30°C jusqu'à la croissance. Les techniques d'isolement sont basées sur l'obtention 

d'un clone, c'est-à-dire une culture issue d'une seule cellule (Mathot et al.,1994 ; Khedid et 

al., 2006 ; Benazzouz, 2012). 

 

I.2.2. Purification  

Pour l’obtention de souches pures, nous avons effectué des repiquages successifs sur 

milieu MRS liquide et MRS solide, utilisés alternativement jusqu'à l'obtention de colonies bien 

distinctes et identiques (Zarour et al., 2013). La purification des souches sur milieu gélosé se 

fait par la méthode des stries (Badis et al., 2005). 
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I.3. Conservation des isolats 

La conservation d'une souche pure a pour principal but de la maintenir viable. Dans 

cette étude, deux types de conservation ont été adoptés :   

 

I.3.1. Conservation à court terme (courte durée)  

Suite à un ensemencement effectué sur gélose MRS incliné, l’échantillon est incubé à 

30°C. Après l'apparition des colonies, les cultures ont été conservées à une température de 4°C 

(Badis et al., 2005). 

 

I.3.2. Conservation à long terme (longue durée) 

A partir des cultures sur milieu liquide et après une centrifugation à 8000 tours pendant 

10 min, les cellules ont été récupérées et rincées à l'eau distillée stérile, suivi d’une autre 

centrifugation. Le surnagent a été éliminé et un milieu de culture de conservation (03 ml de 

glycérol + 06 ml de bouillon MRS) a été ajouté au culot. Cette conservation a été effectuée dans 

des tubes Eppendorf à une température de -20°C (Badis et al., 2005). 

 

I.4. Tests d’identification des bactéries lactiques  

L’identification est basée sur la détermination des caractères morphologiques, 

phénotypiques et biochimiques des bactéries. 

 

I.4.1. Tests morphologiques 

I.4.1.1. Examen macroscopique 

Ce test est basé sur une simple observation visuelle d’une croissance des isolats sur 

milieu MRS solide et liquide. L’étude se base sur la forme, la taille, la couleur, le contour et la 

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

et al., 2004). L’aspect trouble dans le milieu liquide est également pris en considération. 

 Généralement, la morphologie des colonies des Leuconostoc est caractérisée par un 

diamètre compris entre 0.5 et 1 mm, lisse, d'une forme circulaire, blanche à grisâtre (Holzapfel 

et al., 2009 ; Säde, 2011) et à contour régulier (Badis et al., 2005). 
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I.4.1.2. Coloration de Gram 

C'est une étape fondamentale pour l’identification du genre (Badis et al., 2004). Elle 

permet de déterminer le type de ces bactéries et la morphologie des cellules (Larpent et 

Larpent, 1990). 

 

I.4.2. Recherche de la catalase  

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

qui sont dépourvues de catalase, 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 est effectuée avec une goutte de peroxyde d'hydrogène (sur 

une lame de verre) sur une colonie bien séparée. Une réaction positive provoque la libération 

immédiate de bulles et vice versa (Marchal et al., 1991). Seules les bactéries à catalase négative 

ont été gardées. Par la suite, pour assurer une bonne continuité du travail, les souches doivent 

être conservées dans des conditions adéquates (température 4°C et dans un milieu MRS). 

 

I.4.3. Tests physiologiques 

I.4.3.1. Croissance à différentes températures 

La croissance bactérienne est évaluée par l’apparition d’un trouble dans le milieu MRS 

liquide après 5 jours d'incubation à 4°C, 10°C, 37°C et 42°C (Guessas et Kihal, 2004). La 

thermorésistance des bactéries est testée au bain Marie à 63°C pendant 30 minutes, suivie d’une 

incubation à 30°C/24h à 48h (Guiraud, 1998). 

Ces tests ont pour but de distinguer les souches mésophiles des thermophiles ainsi que 

les thermorésistantes. 

 

I.4.3.2. Croissance à différents pH 

A partir d’une culture jeune des isolats (culture de 18h à 30°C), nous avons réalisé un 

ensemencement dans le milieu MRS liquide à différents pH : 4 ; 6,8 et 9,6 puis incubé à 30°C 

pendant 48 à 72 h (Guessas et Kihal, 2004). 

Catalase 
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Ces tests ont pour but de déterminer les microorganismes acidophiles, basiphiles et 

neutrophiles 

 

I.4.3.3. Croissance à différentes concentrations de NaCl 

L’intérêt de ce test est de rechercher les souches tolérantes à la salinité (halophiles). 

Un ensemencement des isolats est effectué dans un milieu MRS liquide contenant 3% et 6.5% 

de chlorure de sodium. Il est ensuite incubé à 30°C 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 évaluée par l'apparition de turbidité dans le tube 

(Leveau et Bouix, 1980).  

 

I.4.4. Tests biochimiques  

I.4.4.1. Recherche de type fermentaire 

Ce test permet de déterminer le type de métabolisme (homofermentaire ou 

hétérofermentaire) par lequel le substrat carboné est transformé, et la production de gaz à partir 

de la dégradation du glucose (Hansal, 2015). 

Les souches isolées ont été inoculées dans du bouillon MRS contenant les cloches des 

Durhams, puis incubées à 30°C pendant 48h. L'absence de gaz dans les cloches indique le 

métabolisme homofermentaire ; tandis que la présence de gaz montre qu'il s'agit d'un 

métabolisme hétérofermentaire (Boumediene, 2013).  

 

I.4.4.2. Test du profil fermentaire 

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

sous espèces de Leuconostoc. L’utilisation des carbohydrates a été étudiée sur milieu MRS, 

d’extrait de viande, sans sucre et additionné de bleu de bromothymol (BBT) comme indicateur 

de pH (Badis et al., 2004).  

La source de carbone testée est représentée par les sucres suivants : glucose, 

saccharose, lactose, maltose, fructose, galactose, esculine, mannitol, rhamnose, xylose, 

arabinose et sorbitol. 

Des solutions sucrées ont été préparées à partir de 1g de chaque sucre dans 10 ml d'eau 

distillée stérile. Une homogénéisation puis une stérilisation à 100°C pendant 15 min au bain 

marie ont été effectuées.  
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Deux jeunes cultures de chaque souche sont préparées, puis centrifugées dans des 

tubes Eppendorf (5000 tours pendant 10 min). Le culot est récupéré et additionné d’un tampon 

phosphate (pH7) stérile puis soumis à une autre centrifugation afin d’éliminer les déchets du 

milieu de culture et d'obtenir un culot cellulaire pur. Un double rinçage est également effectué. 

Ensuite, 01 ml de bouillon MRS.BCP est ajouté sur le culot récupéré et bien homogénéisé 

(Hansal, 2015). 

L'ensemencement est réalisé dans des tubes Eppendorf contenant 1ml du milieu 

MRSBCP, additionné à 100µl de la solution sucrée et 100µl de la suspension bactérienne. 

L’ensemble est recouvert par une couche d’huile de paraffine (Badis et al., 2005). 

Les tubes sont incubés à 30°C pendant 72h (Guessas, 2006). Le résultat dépend du 

virage de couleur du milieu, du vert au jaune indiquant que la souche a fermenté la source de 

carbone présente lors de sa croissance (Bauer et al., 2005). 

 

I.4.4.3. Recherche de l’Arginine déhydrolase (ADH) 

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

produisant l’ammoniac et des amines (composés basiques) (Hansal, 2015). 

Les souches sont ensemencées sur milieu M16 BCP, puis incubées à 30°C pendant 

24h en anaérobiose. Le virage du milieu vers la couleur jaune indique l’absence d'hydrolyse de 

l'arginine. Par contre les colonies de couleur blanche et la couleur pourpre du milieu, indique 

l’hydrolyse de l'arginine (Boumediene, 2013). 

 

I.4.4.4. Utilisation du citrate 

La production de substances aromatiques est l’un des caractères importants et 

spécifiques des bactéries lactiques pour lesquels le lactose, le citrate, les acides aminés ou les 

matières grasses sont utilisés comme substrats. Cette capacité est très intéressante lors de la 

fermentation des laits ou l’élaboration de fromages frais, crèmes et beurre (Dhouib, 2017). 

L'utilisation de citrate a été étudiée sur gélose KMK (Kempler et McKay, 1980) dont 

la seule source de carbone est le citrate qui va alcaliniser le milieu après son utilisation par les 

bactéries. L’ensemencement est réalisé par des stries sur la surface à partir d’un milieu solide, 

puis incubé à 30°C/24h (Guiraud, 1998). 
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I.4.4.5. Production de dextrane 

Le dextrane est un exopolysaccharide (EPS) produit par certaines espèces du genre 

Leuconostoc et d’autres genres bactériens. La production du dextrane à partir du saccharose a 

été étudiée sur milieu solide MSE (Mayeux et al., 1962). Les souches productrices de dextrane 

sont caractérisées par la formation de colonies larges, visqueuses et gluantes. Ce test est 

également utilisé comme clé d’indentification des souches Leuconostoc productrices et non des 

EPS. Nous avons effectué des ensemencements sur milieu MSE à partir de précultures de 18h 

des isolats, puis mis en incubation à 30°C pendant 48h (Sanchez et al, 2006). 

 

II. Etude du potentiel technologique des isolats 

II.1. Production et optimisation des conditions nutritionnelles de production des EPS  

II.1.1. Criblage des souches productrices de dextrane 

La production de dextrane à partir du saccharose est mise en évidence sur milieu solide 

MSE. Les souches productrices de dextrane sont caractérisées par la formation de grandes 

colonies visqueuses et collantes. A partir de précultures, nous avons effectué un ensemencement 

sur le milieu de culture MSE et incubé à 30°C pendant 24 à 48 heures (Sanchez et al, 2006). 

 

II.1.2. Précipitation et extraction du dextrane 

A partir de jeunes cultures des souches ayant montré une bonne croissance et une 

bonne production d'EPS, 100 µl sont ensemencés dans des tubes contenant 10 ml de milieu 

MRSs (MRS saccharosé), puis les tubes sont incubés à 30°C pendant 48 heures. Après avoir 

éliminé les cellules par centrifugation (4000 rpm) pendant 20 min, les EPS présents dans le 

surnageant sont précipités dans trois volumes d'éthanol froid 95% (v/v) à 4°C pendant une nuit. 

Une seconde centrifugation est réalisée à 12000 rpm/10 min à froid (4°C). Après deux rinçages 

à l'acétone, une autre centrifugation à 12000 rpm/10 min, à froid (4°C) a été effectuée. Les EPS 

ont été séchées à l'air libre et à la fin, la quantité de dextrane produite a été pesée (Du et al., 

2018 ; Salman et al., 2021). 

 

II.1.3. Quantification du dextrane par dosage 

La teneur totale en sucres a été déterminée par la méthode phénol-sulfurique (Dubois 

et al., 1956). Le principe de cette méthode repose sur le fait que les sucres en milieu acide et à 

chaud sont hydrolysés en dérivés du furfural qui se combinent avec le phénol en donnant une 

coloration orangée. L'intensité de la couleur est proportionnelle à la quantité de sucre présent et 
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directement mesurable par spectrophotométrie. La réaction est sensible dont de petites quantités 

de carbohydrates peuvent être détectées. 

Les EPS extraits sont mis en suspension dans l'eau distillée ultrapure et chauffés 

pendant 10 min à 30ºC pour leur solubilisation.1 ml de solution d’EPS, 1 ml de phénol à 5% et 

2,5 ml d’acide sulfurique (H2SO4) concentré sont ajoutés séquentiellement dans chaque tube 

(Nacher-Vazquez et al., 2015). Les tubes sont placés 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 et les valeurs 

obtenues sont comparées avec celles de la courbe d'étalonnage à concentrations connues de D-

glucose (figure9). 

 

Figure 9: Courbe d'étalonnage du D-glucose. 

 

II.1.4. Optimisation de production de dextrane 

L'objectif de cette étude est d'obtenir des conditions nutritionnelles favorisant une 

bonne production d'EPS à partir des souches Leuconostoc. Trois substrats ont été choisis, le 

glucose (source de carbone et d'énergie), l'extrait de levure (source d'azote, de vitamines et 

d'acides aminés) et le saccharose (précurseur de production de dextrane). Nous avons également 

comparé entre deux milieux de culture, MRS et MSE. 

 

II.1.4.1. Etude de production qualitative sur milieu solide  

De jeunes cultures d’isolats (cultures de 18h à 30C°), ont été ensemencées dans un 

milieu MSE solide à différentes concentrations de glucose (5g/l, 3g/l, 1g/l) et dans un autre 

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

ensemencées sont incubées à 30C° pendant 48h.  

y = 9,2525x + 0,003
R² = 0,9984

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16

D
O

4
9

0
n

m

[Glucose] ( mg/ml)



Chapitre 2  Matériel et méthodes 

34 
 

II.1.4.2. Etude de production quantitative sur milieu liquide  

Dans un premier temps, une comparaison de production de dextrane a été réalisée entre 

le milieu MRSs et le milieu MSE liquide, en effectuant une précipitation de l'EPS, en suivant 

les étapes mentionnées dans la partie (II.2.3). 

Pour mieux étudier l'effet du glucose, de l'extrait de levure et du saccharose, une autre 

quantification d'EPS est réalisée sur milieu MRSs avec différentes concentrations des trois 

substrats choisis (tableau3). Pour cette étude nous avons choisi les souches qui montraient une 

bonne production d'EPS, à savoir Lnc1 et LnC12, et les souches à faible production (LnC15 et 

LnF70). 

Tableau 3: Différentes concentration de glucose, extrait de levure et saccharose utilisées 

Cas  Saccharose g/l Glucose g/l Extrait de levure g/l 

1 10 1 3 

2 100 1 3 

3 10 5 3 

4 100 5 3 

5 10 3 1 

6 100 3 1 

7 10 3 5 

8 100 3 5 

9 50 1 1 

0 50 1 3 

11 50 1 5 

12 50 5 5 

13 50 3 3 

14 50 3 5 

15 50 3 1 

16 10 10 1 

17 10 15 1 

18 10 20 1 

19 10 10 3 

20 10 15 3 

21 10 20 3 

22 10 10 5 

23 10 15 5 

24 10 20 5 

25 50 10 1 

26 50 15 1 
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27 50 20 1 

28 50 10 3 

29 50 15 3 

30 50 20 3 

31 50 10 5 

32 50 15 5 

33 50 20 5 

34 100 10 1 

35 100 15 1 

36 100 20 1 

37 100 10 3 

38 100 15 3 

39 100 20 3 

40 100 10 5 

41 100 15 5 

42 100 20 5 

 

 

II.2. Etude de l’activité antimicrobienne des souches Leuconostoc vis-à-vis des bactéries 

pathogènes 

Les BL et leurs métabolites tels que divers acides organiques, acides gras ou acide 

phényle-lactique, éthanol, peroxyde d'hydrogène, bactériocine et antibiotiques tels que la 

reutéricycline sont connus pour jouer un rôle important dans la conservation des aliments en 

contribuant à la saveur, la texture et valeur nutritionnelle des produits alimentaires. Les 

bactériocines sont un groupe de peptides antimicrobiens de faible poids moléculaire synthétisés 

par les ribosomes ayant un effet bactéricide ou bactériostatique sur les micro-organismes 

apparentés et non apparentés. Cette caractéristique en fait un conservateur alimentaire efficace 

pour le lait, les produits laitiers, la viande et les produits alimentaires fermentés. 

 

II.2.1. Souches pathogènes utilisées 

Les souches de références utilisées dans cette étude ont été collecté du laboratoire de 

microbiologie de l’école nationale des sciences el Couba. 

Staphylococcus aureus                         ATCC43300 

Esherichia coli                                      ATCC25992  

Bacillus subtilis                                     ATCC6633 
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Pseudomonas aeruginosa                    ATCC9027 

Salmonella typhi                              ATCC14028 

Enterococcus faecalis                     WDCH0009 

Listeria monocytogene ATCC 14028 

Staphylococcus aureus                 ATCC25923 

 

II.2.2. Eude de l’activité antimicrobienne des isolats vis-à-vis des bactéries pathogènes 

 Le principe de la détection de l’activité antimicrobienne, est basé sur la diffusion de 

l’agent antimicrobien dans des milieux de culture solides ou semi-solides et l'inhibition de la 

croissance des micro-organismes indicateurs sensibles. Le milieu Mueller Hinton (MH), est 

utilisé pour l'étude de l'activité antagoniste des souches Leuconosctoc isolées, vis-à-vis des 

bactéries pathogènes. 

 La recherche de substances antimicrobiennes produites par les isolats est réalisée 

selon la méthode de la double couche (méthode directe) (Tagg et al., 1971). La recherche de 

l’activité inhibitrice est mise en évidence en milieu liquide (surnageant). La méthode de 

diffusion en puits (méthode indirecte) a été utilisée par Tagg et Mac Given (1971). Dans les 

deux cas, les bactéries pathogènes ont été utilisées comme des souches indicatrices. L’inhibition 

de la bactérie indicatrice est mise en évidence par la production de substances antimicrobiennes 

par les bactéries productrices. L’interaction entre les mêmes espèces lactiques permet de 

détecter la présence d'un antagonisme par la présence d'une zone d'inhibition autour des souches 

productrices, ce qui nous oriente vers la présence d'une substance antimicrobienne. 

 

II.2.2.1. Test des interactions directes (par spots) 

 La méthode de détection du pouvoir antimicrobien selon Tagg et al., (1971) et 

Fleming et al., (1975), est utilisée pour la détection des inhibitions. Ce test consiste à 

ensemencer par spot de la culture fraiche de 18h de chaque souche sur une gélose MRS. Les 

boites sont laissées à température ambiante pour permettre le séchage des spots, avant de les 

incuber à 30°C pendant 24h. Les géloses sont ensuite recouvertes avec un volume de 7 ml de 

gélose molle MH, préalablement ensemencée avec un volume de 0.1 ml de la suspension 

bactérienne de la souche indicatrice de l'activité inhibitrice. La densité optique est ajustée à 

0.2±0.05, mesurée à une longueur d'onde de 600 nm puis incubées à 37°C pendant 24heures. 

L’activité antimicrobienne est révélée par la formation de la zone autour des colonies des 

isolats. 
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II.2.2.2. Test de détection indirecte (Méthode des puits) 

 La méthode de Barefoot et al., (1983), a permis de mettre en évidence l'activité 

antagoniste du surnageant de la souche productrice de substance antimicrobienne avec la souche 

indicatrice de l'activité inhibitrice. 

 Dans un premier temps, les souches Leuconostoc isolées sont cultivées dans du milieu 

MRS liquide puis incubées pendant 18 heures. Le surnageant est ensuite récupéré par 

centrifugation à une vitesse de 4000 trs/mn pendant 10 min.  

Sur une gélose MH, la souche indicatrice est ensemencée par inondation ou par 

écouvillonnage à partir d’une préculture fraiche, à une densité optique ajustée à 0.2±0.05, 

mesurée à une longueur d'onde de 600 nm. Après séchage des géloses, des puits sont réalisés et 

remplis avec 50µl de surnageant des souches productrices. 

Une inhibition est considérée positive si le diamètre est supérieur à 2 mm (Thompson 

et al, 1996). La mesure du diamètre d‘inhibition (Zi) est effectuée selon la formule suivante   :  

Zi (mm) = D1 (mm) – D2 (6 mm) 

D1 : diamètre de la zone d’inhibition obtenue 

D2 : diamètre du puits 

 

II.2.3. Caractérisation de l’agent antagoniste 

L’inhibition de la multiplication des souches cibles est due à plusieurs facteurs tels que 

la diminution du pH du milieu (production d’acides organiques) (Liu, 2003), à la production de 

peroxyde d’hydrogène (Strus et al., 2006), ou à la production de substances protéiques, type 

bactériocines (Klaenhammer, 1988). 

 

II.2.3.1. Inhibition due au peroxyde d’hydrogène (H2O2) 

Pour éliminer l’effet du H2O2 dans l’inhibition des souches indicatrices pathogènes, le 

surnageant est récupéré à partir des précultures des souches Leuconostoc incubées à 30°C en 

condition d’anaérobiose stricte pour qu’il n’y ait pas de production de H2O2. 

 

II.2.3.2. Inhibition due à la production d’acides organiques 

Pour éliminer l’activité antimicrobienne des acides produits, notamment l’acide 

lactique et l’acide acétique, le surnageant est neutralisé à pH 6,5 par une solution de NaOH 

0,1N, filtré à l’aide d’un filtre millipore stérile (Ø= 0,22 μm). Si la substance antimicrobienne 
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est produite, elle exprimera son action sur les souches pathogènes (Fleming et al., 1975 ; Diop 

et al., 2016). 

 

II.2.3.3. Effets des enzymes protéolytiques 

Pour déterminer la nature des composés responsables de l’activité antagoniste, les 

surnageants des cultures lactiques sont traitées par deux enzymes protéolytiques, la pepsine et 

la trypsine. Les surnageants des souches isolées, récupérés par centrifugation sont ajoutés aux 

enzymes à des concentrations de 1mg/ml, ajustés à un pH de 6,5, puis incubés à 37°C pendant 

1h. La réaction enzymatique est stoppée par un traitement thermique à 65°C pendant 10 mn 

(Vinod Kumar et al., 2006). 

 

II.2.3.4. Détermination de la thermorésistante 

Dans le but de déterminer la stabilité thermique de l’agent responsable de l’activité 

antagoniste, les surnageants sont traités à différentes températures, 70 et 90°C pendant 30 mn 

et à 120°C pendant 20 mn (Hammami et al., 2012). Après refroidissement, l’activité 

antagoniste est mise en évidence vis-à-vis des bactéries indicatrices. La lecture des résultats se 

fait par la comparaison entre ceux obtenus par les surnageants traités et le surnageant non traité 

thermiquement. 

 

II.2.4. Purification partielle de la bactériocine 

Les souches Leuconostoc sélectionnées, productrices de substances antimicrobiennes 

sont cultivées dans un bouillon MRS à une température de 30°C pendant 24 heures. Le 

surnageant est récupéré par centrifugation à une vitesse 4000 trs/mn, à une température de 4°C 

pendant 15 min. 

Le surnageant est par la suite saturé à 60% par l'ajout progressif de 36.1% (P/V) de 

sulfate d’ammonium, avec une agitation modérée à 4°C pendant 2 heures. Une seconde 

centrifugation est réalisée à 10000 trs/mn. Le culot obtenu est dissout dans une solution tampon 

de 20 mmole de phosphate de sodium puis ajusté au pH 6,0. La solution obtenue est soumise à 

une dialyse (à l’aide d’une membrane) à 4°C avec agitation contre de l’eau distillée pendant 

24h pour éliminer les sels. La stérilisation de la solution est effectuée par filtration sur 

membrane (0.22 μm) (Abbabsa, 2012 ; Lahiri et al., 2020).  

L’effet antagoniste des protéines purifiées est mis en évidence en utilisant la méthode 

de diffusion par disque. De ce fait, chacun des disques de papier Wattman (n°3, Ø6 mm) stérile 
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est imprégné par 10 μl de la solution protéique et placé à la surface du milieu de la boite de 

pétri contenant du MH, ensemencé par une bactérie indicatrice (Abdallah et al., 2014). 

 

II.2.5. Mode d’action de la bactériocine 

Dans le but d’explorer l’effet des bactériocines partiellement purifiées sur la croissance 

des germes indicateurs de l’activité antagoniste, deux cultures de la souche indicatrice sont 

inoculées sur bouillon nutritif et incubées à une température de 37°C avec agitation. 

Un volume de 1 ml du surnageant des souches Leuconostoc sélectionnées antagonistes, 

est neutralisé par une solution de NaOH 1N, filtré à l’aide d’un filtre millipore stérile (Ø 0,22 

μm) est ajouté à une culture de germes indicateurs 4h après l’incubation. Des prélèvements à 

des intervalles de temps réguliers (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 et 24h) sont effectués pour l'évaluation 

de la croissance bactérienne par la mesure de la densité optique à 600nm. 

 

II.3. Effet des substances antimicrobiennes produites par une souche lactique Leuconostoc 

mesenteroides subsp cremoris sur la qualité microbiologique d’un fromage frais 

J’ben de chèvre 

Le développement de la saveur du lait cru au « J’ben » est due principalement à sa 

communauté microbienne naturellement existante, qui contribue également à l'inhibition de la 

croissance bactérienne pathogène d'origine alimentaire.  

Cette étude a pour objectif de contribuer à la préservation de la qualité et la 

conservation du fromage frais préparé à partir du lait de chèvre. A travers ce travail on vise la 

recherche de l’effet de l’incorporation des substances antimicrobiennes produites d’une souche 

lactique Leuconostoc mesenteroides subsp dextranicum productrice de substance 

antimicrobienne, et l’influence des substances d’affinage naturelles (sel, l’ail et le romarin) sur 

la qualité du fromage traditionnel affiné. 

 

II.3.1. Surnageant de la souche  

A partir d’une préculture de 18h de la souche LAB13 (Leuconostoc mesenteroides 

subsp cremoris) dans un milieu liquide MRS, une centrifugation de 10000 trs/mn à 4°C pendant 

10m est effectuée. Le surnageant est ensuite récupéré et filtré en utilisant un filtre millipore de 

2 mm.  
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II.3.2. Collecte du lait de chèvre 

Un échantillon de lait de chèvre (20 litres) a été collecté d’une ferme localisée dans la 

région d’Ouargla « Sidi Bensaci ». Le lait cru a été traité manuellement avec un grand soin, afin 

d’éviter toute contamination pouvant modifier la flore lactique. Pour cela, les mains de l’éleveur 

et les mamelons ont été désinfectés avec de l’eau javellisée. Le lait a été recueilli dans des 

récipients stériles (flacons de 250ml) placés tout près du mamelon puis transportés directement 

au laboratoire dans des glacières à 4°C. 

II.3. 2.3. Analyses physicochimiques du lait  

a.  Mesure du pH 

Le pH est déterminé par la technique électro-métrique ou patentions-métrique en 

utilisant un pH-mètre : un appareil qui mesure la différence de potentiel entre deux électrodes.  

Le but est de mesurer l’acidité du lait en utilisant un pH-mètre. 

b.  Acidité titrable   

Un échantillon de 10 ml de lait est placé dans un Bécher en présence de 0,1 ml de 

phénolphtaléine à 1% dans l’alcool à 95% comme indicateur. On mesure l’acidité du lait par le 

titrage du volume de  NaOH (0.1N) rajouté à la Burette jusqu’au virage vers la couleur rose. La 

coloration rose doit persister au moins 10 secondes (Guiraud, 1998). 

c.  Mesure de la teneur en matière sèche totale  

On entend par « matière sèche » du lait, le produit résultant de sa dessiccation dans les 

conditions décrites par la norme. Dans une capsule séchée et tarée, on introduit à l’aide d’une 

pipette 3ml de lait, puis incuber dans l’étuve réglée à 103°C ± 2°C durant 3 heures. La capsule 

est ensuite placée dans le dessiccateur puis laissée refroidir jusqu’à la température ambiante. 

On pèse ensuite à l’aide d’une balance analytique le résidu. 

La matière sèche est exprimée en pourcentage comme suit : 

[(M1-M0) / (M2-M0)] x100 

M0 : masse en grammes de la capsule vide. 

M1 : masse en grammes de la capsule et du résidu après dessiccation et refroidissement. 

M2 : masse en grammes de la capsule et de l’échantillon avant dessiccation. 
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II.3.2.4. Analyse microbiologique de lait  

Les analyses microbiologiques du lait sont basées sur le dénombrement de la F.M.A.T 

(Flore Mésophile Aérobie Totale) des coliformes totaux et fécaux, des streptocoques fécaux 

et la recherche de microorganismes pathogènes (Salmonella, staphylocoques 

et Clostridium sulfito-réducteurs). La recherche des levures et moisissures est également 

préconisée (Guiraud, 1998). 

 

a.  Préparation des dilutions décimales du lait  

 Une gamme de dilutions est réalisée à partir de l’échantillon primaire à l’aide d’une 

pipette pasteur stérile. 1 ml de l’échantillon est prélevé et introduit dans un tube contenant 9 ml 

de diluant et de l’eau peptonée (dilution 10-1). Cette étape est répétée jusqu’à la dilution 10-6 

(Guiraud, 1998). 

b.  Recherche et dénombrement de la flore mésophile aérobie totale (F.M.A.T.) 

La F.M.A.T. est un bon indicateur de la qualité générale et de la stabilité des produits 

ainsi que la propreté des installations (Guiraud, 1998). Leur dénombrement est effectué par la 

méthode classique en milieu gélosé Plate Count Agar (PCA) dont les ensemencements sont 

réalisés en surface, à partir des dilutions 10-4 à 10-6 dans deux boites. L’incubation se fait à 30°C 

pendant 24h. Tous les ensemencements se font en double (Guiraud, 1998). 

c. Recherche et dénombrement des Levures et moisissures  

Elle est effectuée sur le milieu Sabouraud avec une incubation de 5 jours à 25°C. A 

partir des dilutions décimales 10-2 et 10-3, 0,1ml sont portées aseptiquement dans une boite de 

Pétri et est étalés à l’aide d’un râteau stérile, puis incubés. (Lebres et al., 2002).  

d. Recherche et dénombrement des coliformes  

 La numération des coliformes (totaux, fécaux) est réalisée par ensemencement de 1 

ml de ses dilutions (10-1 à 10-6) dans un milieu liquide BCPL (Bouillon Lactosé au Pourpre de 

Bromorésol) par technique du NPP (Nombre le Plus Probable) (Guiraud, 1998). 6 tubes pour 

chaque dilution et chaque tube est préalablement muni d’un petit tube renversé (cloche de 

DURHAM) destiné à piéger la formation éventuelle de gaz. Après ensemencement, les tubes 

sont incubés à 37°C pour les coliformes totaux et à 44°C pour les coliformes fécaux pendant 

72h. Sont considérés comme positifs, les tubes dans lesquels il y a croissance et une production 

notable de gaz (1/10 au moins du volume de la cloche) et virage du milieu au jaune (Niang et 

al., 2020). 
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e.  Recherche des Streptocoques fécaux  

  Les Streptocoques fécaux sont recherchés et dénombrés en milieu liquide par 

la technique du nombre le plus probable (NPP) qui fait appel à deux tests, à savoir :(i) le test de 

présomption, réservé à la recherche des Streptocoques sur milieu de Rothe et (ii) le test de 

confirmation dont les tubes positifs sur milieu Rothe (présence d’un trouble) sont repiqués sur 

milieu Eva Litsky. Après 24h d’incubation à 37°C, la présence d’un trouble dans les tubes nous 

confirme la présence des Streptocoques fécaux (Lebres et al., 2002). 

f.  Recherche des Staphylocoques  

Staphylococcus aureus est recherchée sur milieu Chapman par étalement de 0.1 ml des 

dilutions de 10-1 et 10-2 en surface, puis incubées à 37°C pendant 24 h. La détection est faite 

par la présence et l’apparition de colonies dorées avec un changement de couleur du milieu 

(Benhedane, 2012). 

g.  Recherche et numérations des anaérobies sulfito-réducteurs  

  Ces microorganismes se développent dans un milieu Viande Foie (VF) 

additionné d’alun de fer. Leur ensemencement est effectué en profondeur par introduction de 1 

ml de dilution 10-1 et 10-2 dans un tube après un chauffage pendant 10 minutes à une température 

de 90°C ou 20 minutes à une température de 80°C, puis en rajoute 20 ml de VF, incubé à 37°C 

pendant 24 heures. Leur dénombrement est réalisé grâce à la présence ou l’absence de colonies 

entourées par des halos noirs (Benhedane, 2012). 

h. Recherche des salmonelles  

Un pré-enrichissement dans une eau peptonée est réalisé, en portant 25 ml de lait dans 

225 ml d’eau peptonée avec incubation à 37°C/ 24 h. S’en suit un enrichissement en repiquant 

1 ml du milieu de pré-enrichissement (trouble) dans 9 ml de bouillon au sélénite de sodium 

(SFB, Institut Pasteur, d’Algérie) stérile et incubation à 37°C /24 h. Enfin, un isolement est 

effectué en stries, à la surface de la gélose Hektoen avec incubation à 37°C/24-48 h (J.O.R.A., 

2017). 

II.3.2.5. Préparation du fromage 

La préparation du fromage traditionnel (J’ben), consiste en trois étapes essentielles 

(Randazzo et al., 2002) : la coagulation ou la fermentation à température ambiante ; l’égouttage 

ou l’élimination de la phase liquide (le lactosérum) et l’affinage. Cette dernière constitue l’étape 
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principale dans ce travail où nous avons réparti le fromage en cinq morceaux, dont quatre ont 

subi un affinage par différentes substances et un témoin (sans affinage) : 

E1: fromage sans additif (témoin) 

E2: fromage affiné avec du sel (2%);  

E3: fromage affiné avec du romarin (2%);  

E4: fromage affiné avec de l’ail (2%);  

E5: formage affiné avec le surnageant actif  de la souche lactique (2%).  

Les cinq échantillons sont conservés à 4°C. 

Après égouttage, le fromage est placé dans un pot puis pesé à l’aide d’une balance 

électronique. 

II.3.2.6.  Analyses physico-chimiques du fromage 

a.  Détermination du pH 

 Mélanger 10g de J’ben avec 90 ml d’eau distillée, puis homogénéiser. Le pH de 

l’échantillon est déterminé après une 1 heure en utilisant un pH-Mètre numérique où l’électrode 

a été introduite directement dans l’échantillon. La valeur est lue directement sur l'écran de 

l'appareil avec deux répétitions.  

b.   Détermination de l’acidité titrable 

 90 ml d’eau distillée stérile et chauffée à une température de 40°C sont ajoutées à 10 

g de fromage. Le mélange est bien homogénéisé, puis filtrer 10 ml de cette suspension par la 

soude 1/9N en présence de phénolphtaléine qui indique la limite de neutralisation par 

changement de couleur (rose pâle). Le résultat est exprimé en degré Dornic par gramme de 

fromage (°D/g) (AFNOR, 1998). 

c.   Détermination de la matière sèche  

 La méthode consiste à placer 5 g de fromage dans une capsule d’étuvage dans une 

étuve à une température comprise entre 101°C et 105°C pendant 3h. Les capsules sont ensuite 

transférées dans un dessiccateur pendant quelques minutes, le temps qu’elles refroidissent et 

atteignent la température ambiante et les peser par la suite. (Dahou et al., 2015). 

EST = (P3 - P1) / (P2– P1)*100 
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Avec : 

P1 : le poids de la capsule vide ; 

P2 :le poids de la capsule + poids du fromage avant étuvage 

P3 : le poids de la capsule plus celui du fromage après étuvage et dessiccation 

I.7.1.5-Détermination du taux d’humidité 

Le taux d’humidité (Hm) est ensuite calculé selon la formule suivante (Dahou et al., 

2015) 

Hm = 100 – EST 

II.3.2.7.  Analyse microbiologique du fromage  

-  Préparation de la solution mère et des dilutions décimales du fromage  

  La solution mère (10-1) a été obtenue en homogénéisant 10 g de fromage dans 

90 ml d’eau peptonée (J.O.R.A, 2017). Ensuite, une série de dilutions décimales a été préparée 

en prélevant 1 ml de la solution mère dans 9 ml d’eau peptonée, ce qui constitue la dilution 10-

2. La même opération a été répétée pour l’obtention de dilutions successives afin de préparer le 

nombre de dilutions décimales approprié pour le dénombrement de chaque flore bactérienne 

(J.O.R.A, 2017). 

Le tableau 4 représente les principales caractéristiques de l'analyse microbiologique 

du fromage préparé. 

Tableau4 : Caractéristiques de l’analyse microbiologique 

Microorganismes Milieux de culture Températures et Temps 

d’incubation 

Dilutions 

F.M.A.T. PCA 30°C /48 h 10-4 à 10-6 

Coliformes totaux Bouillon BCPL 37°C/72 h 10-1 à 10-6 

Coliformes fécaux Bouillon BCPL 44°C/72 h - 

Streptocoques fécaux milieu de Rothe 

milieu de Litsky 

37°C/48 h 

37°C/48 h 

10-1et 10-2 

Salmonella Eau  peptonée 

tamponnée 

Bouillon sélénite 

cystine 

Gélose Hektöen 

37°C/24 h 

37 et 43°C/24 à 48 h 

37°C/48 heures 

10-1 et 10-2 

Staphylococcus aureus Chapman 37°C/48 heures 10-1 et 10-2 

Clostridium sulfito-

réducteurs 

Viande foie 

additionné au sulfite 

de sodium et le 

citrate de fer 

Bain marie à 80°C/10mn 

puis incubation à 37/48 h 

10-1 

Levures et moisissures Extrait de malt 25°C/7 jours 10-2 et 10-3 
 

FMAT : Flore Mésophile Aérobie Totale ; BCPL : poupre de romocrésol lactosé  
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Les analyses des fromages sont réalisées le jour de la préparation (J0), et après 

conservation à 4°C : pendant quatre jours après l’affinage (J4) et sept jours après l’affinage (J7), 

pour évaluer l’influence des substances ajoutées. 

 

II.4. Biosynthèse des nanoparticules d’argent 

Les nanoparticules d'argent (AgNPs) ont des propriétés remarquables avec des 

applications polyvalentes comme antimicrobiennes, larvicides, anticancéreuses et cicatrisantes. 

La synthèse biogénique des AgNPs utilisant des micro-organismes est apparente et déduite de 

ses récompenses garanties, y compris les applications pharmacologiques et autres potentielles. 

L'utilisation de bactéries et de champignons pour la synthèse d'AgNPs est nettement 

avantageuse en raison de la formation d'une grande quantité de protéines, d'une manipulation 

simple, d'une moindre toxicité et d'un rendement élevé. De plus, la stabilité de l'activité 

biologique des AgNPs est également grandement améliorée car ces AgNPs sont facilement 

enrobés par des biomolécules issues de ces microorganismes. Ce chapitre fournit des 

informations précieuses sur la synthèse bactérienne et fongique des AgNPs et ses applications 

remarquables dans différents domaines. 

Le but de cette étude était de biosynthétiser les nanoparticules d’argent (AgNPs) en 

utilisant la souche (LnC1). Ln. mesenteroides subsp mesenteroides. Des caractérisations 

physico-chimiques des AgNPs synthétisés ont été effectuées par le Uv-Vis, MEB et l'EDX. 

Ainsi l'étude de l'activité photocatalytique et l'effet antimicrobien contre les micro-organismes 

pathogènes de ces nanoparticules. 

II.4.1. Synthèse de nanoparticules d'argent AgNPS  

Une culture bactérienne non contaminée de Ln. mesenteroides ssp. mesenteroides 

(LnC1) (9×108 CFU/ml) a été inoculée dans du bouillon de MRS, puis incubée à 30°C pendant 

24h. Une centrifugation à 4000 rpm /10 minutes à 4°C est réalisée. Le surnageant est récupéré 

dans des flacons de 200 ml.  

Une solution de nitrate d'argent 0,8 mM est préparée après sa dissolution dans de l'eau 

distillée. La solution préparée est ajoutée au surnageant V/V puis le mélange est incubé une 

nuit à 30°C dans un agitateur orbital à 120 rpm (Iravani et al., 2014 ; Ahmad et al., 2020). 

La synthèse de nanoparticules d'argent (AgNps) se manifeste par le changement de 

couleur de la solution en brun foncé. AgNPs est récupéré par centrifugation à 12000trs/min, le 

culot est récupéré et rincé deux fois avec l'eau ultrapure. 
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II.4. 2. Caractérisation de AgNPs 

II.4. 2.1. La spectrophotométrie UV-Visible 

Le principe du spectromètre UV/Visible consiste en une source munie de deux lampes 

qui permettent un continuum d’émission sur toute la gamme de longueur d’onde UV-Visible : 

Lampe au deutérium qui émet des longueurs d’ondes λ de 200 à 600 nm (UV). Lampe au 

tungstène qui émet des longueurs d’ondes λ de 400 à 800 nm (Visible). Un monochromateur 

(prisme, ou réseau ou les deux à la fois) permet de n’envoyer à travers la cuve qu’un faisceau 

monochromatique, il sert à sélectionner les longueurs d’ondes et donc de faire un balayage de 

la gamme en déplaçant ce monochromateur. Le faisceau de photons à la longueur d’onde λ 

sélectionnée traverse un miroir qui synchronise le mouvement du monochromateur, puis le 

faisceau traverse l’échantillon ou la référence, puis un amplificateur permet de comparer 

l’intensité en sortie par rapport à l’intensité d’émission. (Wang et Ni, 2014 ; Muthusamy et 

al., 2017)  

La synthèse des Ag-NPs a été principalement contrôlée par spectrophotomètre UV-

Vis (UV-2300 Shimadzu). Une suspension d'Ag-NPs à 0,1% a été préparée avec de l'eau 

ultrapure et soniquée pendant 5 min. Le pic d'absorbance a été enregistré de 250 à 600 nm à 

une résolution de 2 nm.  

 

II.4.2.2. Microscopie électronique à balayage (MEB)  

La microscopie électronique à balayage (MEB) est une technique capable de produire 

des images de la surface d’un échantillon en utilisant le principe des interactions électrons-

matière (Figure 10). Un faisceau d’électrons est focalisé sur la surface du matériau observé à 

l’aide d’un jeu de lentilles électromagnétiques entrainant l’émission d’électrons depuis le 

matériau irradié. Un détecteur va capter ces électrons émis et retranscrire un signal modulé par 

le nombre d’électrons reçus depuis un point d’impact du faisceau. Pour former une image, le 

faisceau va balayer une zone de l’échantillon afin que les différents points d’impact forment 

chacun un point de l’image obtenue (Muthusamy et al., 2017). La microscopie électronique à 

balayage nous informe sur la morphologie de surface des films (babu Maddinedi et al., 2017). 

Les images de microscopie électronique à balayage, présentées dans ce travail ont été 

réalisées au PTAPC CRAPC Ouargla avec un microscope de type Zeiss Supra 40VP avec une 

tension d’accélération variant entre 1 et 30 kV. 
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Figure 10 : Représentation schématique de l'interaction entre un faisceau 

d'électrons et la surface d'un échantillon (Dadi, 2021) 
 

II.4.2.3. Energie dispersive de rayon X (EDX)  

Pour l’étude des surfaces et des structures fines, le MEB est associé à la microanalyse 

par Energie Dispersive de rayons X (EDX) qui permet une analyse locale ou globale des 

matériaux les plus divers. De plus, cette technique EDX permet de réaliser une analyse 

quantitative aussi bien sur échantillons massifs de quelques centimètres carrés que sur des 

fragments, particules ou résidus de quelques dixièmes de millimètre. L’échantillon à étudier est 

placé sous vide, un faisceau d’électrons est balayé à travers la surface et une image de la surface 

est produite, en plus, une microanalyse chimique élémentaire de la surface de l’objet par la 

méthode EDX (babu Maddinedi et al., 2017 ; Muthusamy et al., 2017).  

II.4. 3. Activité photocatalytique d'AgNPs 

Les nanoparticules d'Ag biosynthétisées ont été étudiées pour la dégradation 

photocatalytique des colorants : bleu de méthylène (BM), orange de méthyle (OM) et rouge 

Congo (RC). Principalement, la solution de colorant a été préparée en dissolvant 1 mg de poudre 

de bleu de méthylène (BM), d'orange de méthyle (OM) et de rouge Congo T (RC) dans 100 ml 

d'eau distillée. On ajoute 10 mg des AgNPs dans 50 ml de la solution de colorant et le mélange 

est agité magnétiquement pendant 30 min à l'obscurité avant d'être exposé au soleil. À l'aide 

d'un spectrophotomètre UV-visible, l'intensité d'absorption du mélange réactionnel du colorant 

a été contrôlée à différents intervalles de temps. La vitesse de décoloration des colorants vers 

leur forme réduite incolore en présence de nanoparticules d'Ag a été observée par 

spectrophotomètre UV-visible pendant un certain intervalle de temps à des longueurs d'onde de 
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350 nm pour OM, 664 nm pour BM et 530 nm pour RC (Roy et al., 2015). Le pourcentage de 

dégradation du colorant a été estimé par la formule suivante :  

E (%) = 100 × (C0 – C) / C 

Où C0 est la concentration initiale de la solution de colorant et C est la concentration 

de la solution du colorant après dégradation photocatalytique. 

II.4.4. Activité antimicrobienne des AgNPs  

 Les nanoparticules dissoutes dans de l'eau distillée et stérilisées à 100°C pendant 10 

minutes ont été testées pour leur activité antimicrobienne par la méthode de diffusion sur disque 

d’agar. Dix souches bactériennes ont été utilisées comme souches indicatrices pour cette 

analyse (Gram positif) : Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATTC 

43300, Micrococcus luteus (ATCC 9314), Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria 

monocytogenes ATCC 13932, (Gram-négatif) Escherichia coliATTC 25922, Salmonellaabony 

ATCC 6017, Pseudomonas aeruginosa ATCC9027, Pseudomonas aeruginosa ATTC27853, 

Klebsiella pneumoniae ATTC 700603 et la souche fongique Candida albicans ATTC 10237.  

La préparation de la suspension a été réalisée par la méthode précédemment décrite 

par (Nikolić et al., 2014). Les colonies de bactéries et de levures ont été prélevées directement 

de la gélose nutritive et mises en suspension dans 9 ml de sérum physiologique stérile à 0,85%, 

puis nous avons ajusté la turbidité de la suspension initiale en la comparant à 0,5 Mc Farland 

(Andrews et al., 2005). Des dilutions au dixième de la suspension initiale ont été en outre 

préparées dans une solution saline stérile à 0,85%. Des suspensions de cellules microbiennes 

ont été inoculées aux plaques de gélose Muller Hinton (BIO-RAD). Des disques de cellulose 

standard stériles de 9 mm de diamètre ont été imprégnés de 10µl de différentes concentrations 

d'AgNPs - DS (C1=30 µg/ml, C2=15 µg/ml, C3=7.5 µg/ml, C4= 3.75 µg/ml, C5=1.875 µg /ml, 

et C6 = 0,937 µg/ml.) et placé à la surface des plaques ensemencées. Les plaques ont été 

incubées à 37°C pendant 24h. Les zones d'inhibition ont été estimées en mesurant le diamètre 

de la zone d'inhibition de croissance.
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Résultats et discussion 

I. Isolement et purification 

L'isolement des bactéries réalisé sur milieu séléctif MRSv, à partir de différents produits 

laitiers ( lait de chèvre, lait de chamelle, lait de Brebis, lait de vache, Dhan, J'ben et klila), nous 

a permis de selectionner 201 souches. Celles-ci présentent l'aspect des colonies recherchées, à 

savoir de forme lenticulaire ou circulaire, de petite taille et de couleur blanchatre. ( figure 11 ).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Aspect des colonies sur milieu MRSv après isolement et 24h 

d’incubation. 

Aprés la réalisation de quelque tests phénotypiques (coloration de Gram, test de catalase, 

test de degradation de l’arginine et production de CO2 à partir du glucose), nous avons constaté 

que  105 isolats font partie  principalement de deux genres de bacteries lactiques, connus par leur 

résistance à la vancomycine, " Leuconostoc" et " Lactobacillus". Le tableau  5 montre la 

répartition des isolats selon le produit primaire.  

Tableau 5: Flore lactique présente dans les différents échantillons isolés sur milieu MRSv 

 

Sources 

 

Genres 

Leuconostoc Lactobacillus Autres genres de bactéries  

Lait de chèvre 14 12 4 

Lait de chamelle 14 10 16 

Lait de vache 1 12 17 

Lait de brebis 0 12 28 

Dhan 0 10 20 

J'ben 9 12 10 

Total 38 68 95 

Nombre total 201 
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Les résultats du tableau 5 montrent l'absence totale des leuconostocsd ans le Dhan et le 

lait de brebis. Ils sont compatibles avec ceux décrits par Zadi-Karam et Karam (2006) ; Hansal, 

(2015) ; Zarour (2018) qui ont isolé les souches Ln à partir du lait de chamelle et du lait de 

chèvre. Il en est de même pour le J’ben et le lait de vache selon les résultats de Meghoufel (2019). 

Par contre, nos résultats relatifs au lait de brebis sont différents de ceux obtenus par  Mahi 

(2010) ; Boumediene (2013) et Zarour (2018) qui ont pu isoler des Ln à partir de ce lait. Le 

résultat d'isolement à partir du Dhan est similaire à celui de Tantaoui-Elaraki et El Marrakchit, 

(1987) qui ont mentionné l'absence de Ln et la présence de Lb et autres germes.  

La présence des micro-organismes dans le lait est  influencée par différents facteurs du 

milieu, tels que le pH, la température, la quantité d’eau libre, la concentration en nutriments ou 

la composition du lait. Celle-ci est affectée par plusieurs facteurs comme l'âge de l'animal, les 

stades de lactations, l'alimentation et la race (Ueli Wyss, 2014), ainsi que la présence de 

substances antimicrobiennes et les interactions entre micro-organismes. 

La présence de microorganismes dans les produits dérivés du lait ( Dhan et J’ben) est 

influencée par la composition du lait d’origine ainsi que par la méthode de préparation. En effet, 

parfois le produit doit subir un traitement thermique, ainsi que la méthode de conservation du 

produit final, car l’ajout de substances tels que le sel ou les herbes (persil, thym, ail ou coriandre) 

peuvent influencer négativement sur la croissance des microorganismes (Guiraud, 1998).  

I.1. Identifications morphologiques des isolats 

I.1.1. Aspect macroscopique 

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

à partir des colonies isolées des milieux MRS, nous obtenons: 

a. Sur Milieu liquide: après 24h d'incubation, le milieu est trouble (figure 12). 

Ceci est dû à la croissance des bactéries qui se concentre au fond du tube à la recherche des 

conditions anaérobiques. (Kihal et al., 1996). Après agitation, nous constatons le dégagement de 

CO2. 
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Figure 12 : Aspect de croissance d'une souche de Leuconostoc sur bouillon MRS 

après 18 h d’incubation à 30°C 

 

b. 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 circulaire (figure 13). Ces colonies présentent environ 0.5 à 1 

mm de diamètre.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure13 : Aspect des colonies d'une souche de Leuconostoc sur MRS solide après 

18 h d’incubation à 30°C  

I.1.2. Aspect microscopique 

L’observation microscopique des bactéries isolées, pures après coloration de Gram 

(figure 14), a révélé que ces souches sont Gram positive. Elles présentent des formes variées 

(petites coques, coccobacilles ou ovoïdes) dont le mode d'association des cellules est souvent en 

paires ou en chaînettes, incurvées et de nombre pair (Lihal et al., 1996) ce qui donne une pré-

identification du genre recherché : Leuconostoc (figure 14). 

 

A B 

b

 

a

 

A : témoin 

B : croissance bactérienne 

a : phase claire 

b : trouble de croissance 
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Figure 14 : Observations microscopiques des espèces LnC1 et LnC12 

respectivement après une coloration de Gram à grossissement x100 

 

Après l'observation microscopique, toutes les souches Gram+ sous forme ovoïde ou 

cocobacille ont été retenues comme Leuconostoc (Hansal, 2015). Nous avons éliminé toutes 

celles apparaissant Gram- et les formes de bacille. 

. 

1.2. Tets physiologiques et biochimiques 

Les résultats des tests phénotypiques, physiologiques et biochimiques sont reportés dans 

le tableau 6. 

1.2.1. 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. 
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Tableau 6 : Résultats des tests physiologiques et biochimiques 

Échantillon Lait de chèvre Lait de chamelle Lait 

de 

vache 

J’ben 

Isolats LnC1, 

LnC2, 

LnC13, 

LnC15 

LnC10 LnC12, 

LnC18, 

LnC23 

LnC16, 

LnC41 

 

LC21, 

LnC39 

LnC34 LnC43 LnH81, 

LnH83, 

LnH86,  

LnH92, 

LnH95 

LnH82, 

LnH84, 

LnH85, 

LnH88, 

LnH90. 

LnH87, 

LnH91, 

LnH93, 

LnH98  

LnV67 LnF49, 

LnF69 

LnF65 ,, 

LnF70, 

LnF71 

LnF55, LnF63, 

LnF64 

LAB13 

Gram + + + + + + + + + + + + + + + 

Catalase - - - - - - - - - - - - - - - 

Production de 

CO2 

+ + + + + + + + + + + + + + + 

Dégradationde 

l’arginine 

- - - - - - - - - - - - - - - 

Production de 

Dextrane 

+ + + + - + - + + - + + + + - 

Utilisation du 

citrate 

+ + - - + + + + + + + +/- + + + 

Utilisation 

d’esculine 

+ +/- - +/- - - +/- - + - + - - - - 

NaCl 3% + + + + + + + + + + + + + + + 

NaCl 6.5% - - - - - - - - - - - - - - - 

T° 4°C - + - + + - - - - + - - - - + 

T° 15°C + + + + + + + + + + + + + + + 

T° 30°C + + + + + + + + + + + + + + + 
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T° 37°C + + + + +/- + - + - + + + - - +/- 

T° 42°C - - - - - - - - - - - - - - - 

T ° 63°C / 30mn - - - - - - - - - - - - - - - 

pH 4 - - - - - - - - - - - - - - - 

pH 6.5 + + + + + + + + + + + + + + + 

pH 9.6 - - - - - - - - - - - - - - - 

Arabinose + - - - - - + - + - - - + - - 

Glucose + + + + + + + + + + + + + + + 

Galactose + + + - + - + - + + + - - - + 

Lactose + + + + + - + - + + + + + - + 

Fructose + + + - + - - - + + + + - - + 

Saccharose + - + + + + + + + + + + + + + 

Mannitol - - + - + - + - - + - - - - + 

Maltose + + + + + + - + + + + + + + + 

Xylose + + + - - - - - + - + - + - - 

Mannose + + + - + - + - + + + + + - + 

 

(+) résultat positif 

(-) résultat négatif 
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I.2.2. Croissance à différentes températures  

Les tests physiologiques nous indiquent que la plupart des bactéries peuvent croitre entre 

10°C et 37°C. Par contre, aucune croissance n’est constatée à 4°C et à 42°C, sauf quelques souches 

(tableau6). Toutes les souches ne sont pas thermorésistantes, où nous observons une absence de 

croissance sur le bouillon MRS, après un traitement thermique pendant 30 minutes à 63°C. 

Nos résultats sont identiques à ceux annoncés par Bekhouche (2006), Moumene (2015) 

et Zaarour (2018). Selon Badis et al., (2005) les leuconostocs sont généralement mésophiles, avec 

une température optimale de croissance de 25 à 30°C.  

 

I.2.3. Résistance à la salinité 

Les isoltats testés ont révélé une résistance aux à 3% de NaCl mais  pas à 6.5% de NaCl. 

Ces résultats sont semblables à ceux trouvés par Danilovic et al, (2011) et Wang et al., (2013).  

 

I.2.4. Croissance à différents pH  

Après une incubation à 30°C, les résultats obtenus montrent que tous les isoltas peuvent 

supporter un pH de 6.8. La moitié présente une croissance sur milieu MRS à pH 9.6 et la plupart 

n’a pu se développer dans un milieu MRS à pH 4, ce qui a été démontré par Rivollierm et 

Christieanss, (2009) et Bellil, 2019 

 

I.2.5. Recherche du type fermentaire 

Ce test constitue la première clé d'orientation phénotypique des bactéries lactiques et a 

pour objectif de différencier entre les souches hétérofermentaires et les souches homofermentaires 

(Hansal, 2015). 

Les espéces appartenant au genre Leuconostoc sont toutes productrices de CO2 

(héteroférmentaires). Après une incubation à 30°C, les résultats montrent l'apparition d'un trouble, 

au fond des tubes ensemencés, avec un dégagement de gaz (CO2). Ceci est provoqué par la 

fermentation du glucose (bouillon MRS glucosé) au niveau de la cloche de Durham et son 

flottement dans le milieu. Les isolats ont révélé un métabolisme hétérofermentaire (figure15), ce 

qui caractèrise le genre de Leuconostoc.  
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Figure 15: Type fermentaire des souches Ln. mesenteroides subsp mesenteroides 

isolées sur bouillon MRS glucosé. 

I.2.6. Recherche de l’Arginine déhydrolase (ADH) 

Après 48h d'incubation sur gélose M16.BCP à 30°C, 38 souches isolées utilisent le lactose 

en produisant de l’acide lactique. Ce dernier va baisser le pH en changeant la couleur du vert au 

jaune. Toutefois, les souches sont incapables d’hydrolyser l’arginine contenue dans le milieu M16 

BCP, car les Leuconostocs ne possèdent pas l'ADH (arginine déhydrolase) donc ADH(-). Ce 

caractère est exigé dans l'industire alimentaire car il empêche l'émergence d'un goût amer, dû à 

l'ammoniac émis lors de la fermentation du lait (Khedid et al., 2006) 

 

 

 

 

Figure 16: Résultat de test ADH (Hydrolyse de l'arginine). 

 

I.2.7. Test de dégradation des sucres 

Le profil fermentaire de 23 souches isolées sur onze sucres a montré un virage au jaune 

révèle la fermentation des carbohydrates, provoquant une acidification du milieu. L’arabinose 

constitue le sucre « clé » pour différencier entre les espèces du genre Leuconostoc. L'utilisation de 

ce critère 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 6 et figures 17 et 18 

A témoin 

B production de gaz  

A B 

A B A: colonies bleues 

B: colonies jaunes 
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Figure 17 : Profil fermentaire de la souche Ln. mesenteroides subsp mesenteroides  

1 glucose, 2lactose, 3 fructose, 4 saccharose, 5 arabinose, 6 mannitol, 7 xylose , 8 maltose, 9 mannose, 10 

galactose 

 

 

 

 

Figure18 : Profil fermentaire Ln. mesenteroides subsp cremoris 

1 glucose, 2lactose, 3 fructose, 4 saccharose, 5 arabinose, 6 xylose, 7 mannitol, 8 maltose, 9 mannose, 10 

galactose 

 

Selon les figures 17 et 18,  les isolats sont capables d'utiliser différents sucres. En effet, 

le virage du bleu de bromothymol dans le milieu MRS BCP, confirme que les souches ont dégradé 

la plupart des sucres additionnés dans le milieu, ces résultats sont identiques à ceux de Mimouni 

et Centouf, (2015). 

 

I.2.8. Utilisation du citrate 

Le milieu KMK permet de différencier entre les souches utilisant le citrate pour donner 

des substances aromatiques et celles qui ne l'utilisent pas. Dans le premier cas les résultats se 

     1                 2         3          4           5          6           7           8          9          10       

     1           2          3          4           5             6           7           8          9          10       
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traduisent par la présence de colonies de couleur bleue, contrairement au résultat négatif révélé par 

la présence de colonies de couleur blanche (figure 19). 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figure 19: Révélation de l'utilisation du citrate  

Le tableau 6 montre que la plupart des souches utilisent le citrate et d'autres sont 

incapables. Cette perte du pouvoir de dégrader le citrate est peut être due à une perte de plasmide 

codant pour la citrate perméase ( Kihal et al ., 1996). Le métabolisme du citrate par les souches 

Leuconostoc est un facteur indispensable dans la production de composés aromatiques chez les 

espèces aromatisantes dans les produits laitiers (Sanchez et al., 2006). 

Nos résultats sont similaires à ceux trouvés par Bekhouche (2006) ; Moumene (2015) et 

Zaarour (2018). 

 

I.2.9. Production de dextrane 

Le milieu sélectif MSE permet de vérifier la production de dextrane par les souches 

Leuconostoc dans le lait, les produits laitiers et les aliments sucrés. Le tableau 6  indique que la 

majorité des souches utilise le saccharose du milieu pour synthétiser le dextrane  

(exopolysaccharide). Cette production se caractérise par la formation de colonies à aspect 

gélatineux (figure 20). 

 

 

 

A : présence de colonies bleues 

B : absences de colonies bleues 

 

A 

B 
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Figure 20 : Morphologie des colonies productrices de dextrane par les souches de 

Leuconostoc sur milieu MSE 

Ce caractère important nous a aidé à différencier entre les espèces de Leuconostoc et de 

supposer leur appartenance à l’une des deux espèces productrices de dextrane: Leuconostoc 

mesenteroides subsp. Mesenteroides et Leuconostoc mesenteroides subsp.dextranicum. Ceci a été 

également mentionné par Mayeux et Elliker, (1962) ; Garvie, (1984); Badis et al ., (2005). 

 

➢ L’identification des espèces a été conduite selon les résultats des tests 

physiologiques et biochimiques tels que la croissance á différentes températures, à différents pH et 

différentes concentrations de NaCl. Il en est de même pour certains caractères biotechnologiques 

comme l’utilisation du citrate, en se basant sur la comparaison avec les tableaux et les schémas 

d’identification des espèces de Leuconostoc (Milliere et al., 1989 ; Björkroth et Holzapfel, 2006). 

La confirmation de l’identification phénotypique a été réalisée aussi par l’étude du profil 

fermentaire en présence de différentes sources hydrocarbonées. Ainsi, nous avons pu identifier les 

38 isolats comme suit   :  

➢ Ln. gelidum: LnC10 isolées à partir du lait de chèvre. 

➢ Ln. carnosum: LnC16 et LnC41, isolées à partir du lait de chèvre. 

➢ Ln. citreum: LnC43, isolées à partir du lait de chèvre. 

➢ Ln. fallax: LnC12, LnC18 et LnC23, isolées à partir du lait de chèvre. LnF55, 

LnF63 et LnF64 isolées à partir du J’ben. 

➢ Ln. mesenteroides subsp mesenteroides: LnC1, LnC2, LnC13 et LnC15 isolées 

à partir du lait de chèvre, LnH82, LnH84, LnH85, LnH88, LnH90 isolées à partir du lait de 

chamelle et LnF65, LnF70, LnF71 isolées à partir du J'ben 
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➢ Ln. mesenteroides subsp dextranicum: LnC34 isolées à partir du lait de chèvre, 

LnH81, LnH83, LnH86, LnH92, LnH95 isolées à partir du lait de chamelle, LnF49, LnF69, 

isolées à partir du J'ben et V67 isolées à partir du lait de vache. 

➢ Ln. mesenteroides subsp cremoris: LnC21 et LnC39, isolées à partir lait de 

chèvre, LnH87, LnH91, LnH93, LnH98 isolées à partir du lait de chamelle et LAB13 isolées à 

partir du J’ben. 

➢ Ces résultats sont conformes à ceux de Benmechernen et al, (2013) qui ont isolé 

les Leuconostoc à partir du lait de chamelle, Sonar et al., (2014) ; Zarour, (2018) ; Misra et 

al., (2019) et Benhouna et al., (2019) qui ont isolé les souches Leuconostoc à partir de différents 

produits laitiers. 

 

II. Etude du potentiel technologique des souches Leuconostoc isolées 

II.1. Production de dextrane 

Les EPS produits par BL possèdent de nombreuses propriétés technologiques (Agissant 

principalement comme épaississants, stabilisants et émulsifiants) qui ont conduit à l'utilisation de 

bactéries productrices pour améliorer les propriétés rhéologiques et organoleptiques des produits 

fermentés par la production de ces biopolymères (Werning et al., 2012 ; Pérez-Ramos et al., 

2015). 

 

II.1.1. A partir des isolats 

Les souches Leuconostoc isolées de différents produits laitiers ont été caractérisées pour 

leur capacité à produire des EPS dans des conditions de culture à forte concentration de saccharose 

(100g/l) sur milieu MSE. Parmi les 38 souches isolées, 8 isolats n’ont montré aucune production, 

mais 30 ont pu produire des colonies gluantes, larges et visqueuses caractérisant le dextrane. Cette 

activité a été mise en évidence par l'observation macroscopique de colonies collantes sur des 

plaques d'agar la figure 21.  
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Figure 21: Morphologie des colonies productrices de dextrane par les souches de 

Leuconostoc sp. sur milieu MSE 

La quantification de l'EPS par dosage des sucres totaux, à l'aide de la courbe d'étalonnage 

du glucose, a révélé des niveaux de production variant entre 0,63 ± 0,19 g/l et 2,41 ± 0,17 g/l des 

souches LnF70 et LnC1, respectivement. (Figure 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Production d'EPS par des souches Leuconostoc sur milieu MRSs 

 

Les résultats obtenus ont permis de classer les souches en trois groupes, selon la quantité 

d’EPS produits, en présence de 2% de saccharose : 

(i) Espèces fortement productrices pour celles présentant des niveaux de production entre 

2 et 2.5 g/l : LnC1, LnC2 et LnC12 

(ii) Espèces moyennement productrices pour celles présentant des niveaux de production 

entre 1 et 2 g/l : LnC10, LnC13, LnC15, LnH81, LnH83, LnH86, LnH92, LnH95, LnH82, LnH84, 

LnH90, LnF49, LnF55, LnF69, Ln71 et LnV67. 
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(iii) Espèces faiblement productrices pour celles présentant des niveaux de production 

inferieurs à 1 g/l : LnC16, LnC18, LnC34, LnC41, LnH85, LnH88, LnF63, LnF64, LnF65 et 

LnF70. 

Ces résultats concordent avec ceux de Notararigo et al. (2013) qui ont étudié les EPS 

produits par diffèrentes souches de bactéries lactiques (Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus 

et Lactococcus), et Nacher-Vazquez et al. (2015) qui ont étudié l’activité antivirale du dextrane 

produit par Leuconostoc mesenteroides RTF10 et Lactobacillus sakei MN1 et qui ont trouvé que 

le niveau élevé de production de dextrane est 2 g/l. 

Il convient de noter que bien que les niveaux de production des EPS dépendent du type de 

polymère, de la production bactérienne et des conditions de culture ; en général les valeurs très 

élevées sont caractéristiques des α-glucanes. En effet, la production d'autres homopolysaccharides 

(HoPS) comme β-glucanes et hétéropolysaccharides) HePS est beaucoup plus faible, dans la 

gamme de 100-200 mg/l et 20-500 mg/l respectivement (Ruas-Madiedo, 2009 ; Werning et al., 

2012 ; Notararigo et al., 2013). 

 

II.1.2. Optimisation de la production de dextrane 

Pour mieux étudier l’influence des conditions nutritionnelles sur la production de dextrane 

par les souches Leuconostoc isolées, nous avons réalisé un ensemencement sur milieu MSE des 

souches, en changeant la concentration de glucose et de l’extrait de levure. Les résultats sont 

représentés dans le tableau 7 et la figure 23. 
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Tableau 7: Production d'EPS par des souches de Leuconostoc isolées sur milieu MSE selon 

les concentrations de glucose et d'extrait de levure. 

Souches Milieu MSE Glucose Extrait de levure 

1 g/l 3 g/l 1 g/l 3 g/l 

LnC1 ++ - - + +++ 

LnC2 ++ - + + +++ 

LnC10 ++ - - + +++ 

LnC12 ++ - + ++ +++ 

LnC13 ++ + + +++ ++ 

LnC15 + - - + - 

LnC16 + - - + +++ 

LnC18 + - - + +++ 

LnC21 - - - - - 

LnC23 + - - +++ ++ 

LnC34 + - - ++ ++ 

LnC39 - - - - - 

LnC41 ++ + + + +++ 

LnC43 - - - - - 

LnF49 + - - + +++ 

LnF55 + + + + ++ 

LnF63 + - - + ++ 

LnF64 + - - ++ +++ 

LnF65 + - + - +++ 

LnF69 + - - + +++ 

LnF70 + + + + + 

LnF71 + + + ++ + 

LnV67  + - - +++ ++ 

LAB13 - - - - - 

(-) pas de production, (+) faible production, (++) production moyenne, (+++) forte production. 

 

Le tableau 7 indique que la plupart des isolats ont produit du dextrane avec une 

concentration de 3g/l d’extrait de levure sur milieu MSE. Cette production est supérieure à celle en 

présence de 1g/l d’extrait de levure,  1g/l et 3g/l de glucose chez la plupart des isolats.  
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a glucose 5g/l 

b glucose 3g/l 

c glucose 1g/l 

d extrait de levure 5g/l 

e extrait de levure 3g/l 

f extrait de levure 1g/l 

 

 

  

 

 

 

   

 

  

Figure 23 : Production de dextrane par la souche LnC2 à différentes 

concentrations de glucose et d'extrait de levure sur milieu MSE 

Nous constatons à partir des résultats des niveaux de production variables, avec des formes 

différentes (figure 23) :  

Les souches fortement productrices montrant des colonies grandes, gélatineuses d’aspect 

liquide. 

Les souches à production moyenne, forment des colonies gluantes d’aspect rigide, 

fortement liées à l’agar. 

Les souches à basse production constituent de petites colonies de 2 mm environ de 

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

observé chez 07 souches dans tous les milieux.  

 Les souches non productrices (LnC21, LnC39 et LnC43) possèdent des petites colonies 

blanches et lenticulaires, ou absence de croissance. 

 

a b c 

d e f 
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Figure 24 : Concentration de dextrane produite par les isolats selon le milieu (MRS 

et MSE) 

Pour toutes les souches, la production de dextrane sur milieu MRSs est meilleure que sur 

milieu MSE, avec un maximum de 1,6 g/l pour la souche LnC1. 

A partir de ces résultats, quatre souches ont été choisies pour compléter l'étude 

d'optimisation, à savoir deux souches ayant montré une bonne production Ln. mesenteroides subsp. 

mesenteroides et Ln. fallax (LnC1 et LnC12 respectivement) et deux à faible production  Ln. 

mesenteroides subsp. mesenteroides et Ln. fallax (LnF65 et LnF70 respectivement). 

Les résultats de l'optimisation de la production de dextrane à partir des quatre souches 

choisies sur milieu MRS avec différentes concentrations de glucose, extrait de levure et saccharose 

sont présentés dans les figures 25, 26, 27et 28. 
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Figure 25 : Effet des différentes concentrations des substrats sur la quantité de dextrane produit par la souche LnC1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Effet des différentes concentrations des substrats sur la quantité de dextrane produit par la souche LnC12 
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Figure 27 : Effet des différentes concentrations des substrats sur la quantité de dextrane produit par la souche LnF64 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Effet des différentes concentrations des substrats sur la quantité de dextrane produit par la souche LnF70
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En utilisant diverses concentrations de saccharose, une production maximale a été observée 

à 10% pour toutes les souches, ainsi qu’à une concentration de 2% de glucose et 0,3% d'extrait de 

levure. Par contre, une faible production d'EPS a été obtenue en minimisant la concentration de 

glucose et de saccharose . 

Les EPS produits par les micro-organismes, tels que les bactéries lactiques, ont un potentiel 

en tant qu'ingrédients alimentaires ou en tant que molécule produite in situ, avec des fonctionnalités 

pour la santé et des avantages économiques. La production d'EPS par les souches est très variable 

et dépend de la phase de croissance, des conditions de culture des bactéries, de la composition du 

milieu (source de carbone et d'azote), du pH et de la température (Florez Guzman et al., 2018 ; 

Díaz-Montes, 2021).  

 

II.1.2.1. Effet du glucose 

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

de glucose dans le milieu MRS, à savoir 1g, 3g, 5g, 10g, 15g et 20g/l. la production d'EPS a été 

obtenue à 5g/l de glucose avec un niveau de production moyen conduisant à des colonies collantes 

de taille moyenne. La production de dextrane dans le milieu contenant 20 g de glucose a été 

maximale par rapport aux autres concentrations. Ainsi, la concentration optimale de glucose dans le 

milieu MRSs pour une production maximale de dextrane est de l'ordre de 20g, à une température de 

30°C, durant 48 heures et un pH initial de 6,5. 

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Hennane et Kari (2013) qui ont montré 

que la plus grande quantité d'EPS synthétisée était de l'ordre de 959 mg/l, obtenue à la plus forte 

concentration de glucose (20g/l), tandis que Benasla (2012) a trouvé une production maximale 

d'EPS (157,5 mg/l) sous concentration croissante de glucose (40 g/l) qui stimule la production 

d'EPS. 

Nous avons identifié des souches productrices d'EPS (voire très fortement) et des souches 

non productrices sans que ce caractère entraîne des disparités de croissance. 

Parmi plusieurs travaux établis, Nácher-Vázquez et al. (2017) et Benhouna, (2019) ont 

montré que les souches de L. mesenteroides n’ont pu produire des EPS en présence de glucose, 

comme seule source de carbone. Et ce qui explique le faible rendement des isolats en dextrane sur 

milieu MSE liquide (5g/l de glucose). 
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II.1.2.2. Effet de l'extrait de levure 

Les composants de milieux complexes, tels que la peptone ou l'extrait de bœuf ou de levure, 

permettent une bonne croissance des BL et souvent même une bonne production d'EPS . 

L'effet de la source d'azote et de vitamines a été étudié en utilisant différentes 

concentrations d'extrait de levure dans le milieu MSE, à savoir 1g, 3g et 5g/l. Les résultats obtenus 

indiquent que 3g/l d'extrait de levure sont adéquats pour la production d'EPS chez la plupart des 

souches avec des niveaux variables. En effet, différentes formes ont été détectées, à l'exception de 

la souche LnF65 qui ne produit qu'à une concentration de 5g/l avec un faible niveau de production. 

Les travaux de Welman et Maddox (2003) ont également montré que la plupart des 

espèces de Leuconostoc sont auxotrophes, car incapables de produire des acides aminés et des 

vitamines. C'est pourquoi les différents milieux de culture ont été utilisés pour étudier la production 

qualitative et quantitative de dextrane et pour déterminer l'influence des substrats nutritionnels sur 

la croissance des souches productrices et sur la biosynthèse des dextranes . 

Zarour et al., (2013) ont conclu que la croissance de Leuconostoc est influencée par la 

concentration d'extrait de levure ajoutée dont le développement est stimulé par l'ajout de ce facteur 

de croissance. A ce titre la propriété principale recherchée chez les bactéries lactiques, utilisées 

comme levains dans l'alimentation industrielle, est leur capacité à acidifier le lait et à se développer 

de manière régulière. Dans le lait, ils doivent trouver un certain nombre de nutriments nécessaires à 

leur croissance et notamment des acides aminés et des vitamines qui peuvent être apportés par 

l'extrait de levure. Ces résultats sont cohérents avec les travaux rapportés par Kihal et al., (2006). 

 

II.1.2.3. Effet du saccharose 

Le dextran est un glucane bien connu produit par les souches Leuconostoc. Il n'est produit 

que lorsqu'il est cultivé dans un milieu contenant du saccharose, puisque le saccharose est le seul 

précurseur de l'enzyme. 

La bonne production de dextrane a été obtenue à 10% de saccharose ensemencé (figures 

25, 26, 27 et 28) 

Selon De Belder (1990), la concentration initiale en saccharose est l'un des principaux 

facteurs influençant la sécrétion de dextrane-saccharase et la biosynthèse de dextrane. 

Thiyagarajan et al., (2017) constatent que l'activité enzymatique maximale a été observée 

à une concentration de saccharose de 20%, et le milieu est apparu très visqueux, montrant la 
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production maximale de dextrane. Et Farwa et al., (2008), qui ont montré que Leuconostoc. 

mesenteroides CMG713 a produit le maximum de dextrane après 20 heures d'incubation à 30°C à 

une concentration de 15% de saccharose. Farinazzo et al., (2021), ont trouvé une meilleure 

production de dextrane par Ln pseudeumesenteroides est en présence de 180g/l de saccharose et pH 

7,3 à une température de 20°C. 

Farwa et al., (2008) dans leurs travaux ont observé qu’à une concentration de saccharose 

supérieure à 20% (25%), il y avait une diminution de conversion du saccharose en dextrane, ce qui 

a affecté le rendement.  

 

II.2. Etude des substances antimicrobiennes produites par les isolats 

II.2.1. Effet antibactérien des souches Leuconostoc isolées 

L’activité antibactérienne des souches Leuconostoc isolées a été testée vis à vis de 

Staphylococcus aureusATCC43300 (St1), Esherichia coli ATCC25992 (E.coli), Bacillus subtilis 

ATCC6633 (Bs), Pseudomonas aeruginosa ATCC9027 (Pa), Salmonella typhi ATCC14028 (Sa), 

Enterococcus faecalis WDCH0009 (Ef), Listeria monocytogenes ATCC 14028 (Lm) et 

Staphylococcus aureus ATCC25923 (St2), en utilisant la méthode directe d’antagonisme sur gélose. 

Les résultats obtenus ont montré que 24 souches possèdent une activité antibactérienne 

avec une zone d’inhibition différente (figure 29). Les zones d’inhibitions formées autour des 

colonies, apparaissent claires avec des diamètres de zones d’inhibitions variables de 06 à 27 mm. 

 

 

 

 

 

 

                      

 

Figure 29 : Activité antibactérienne des souches Leuconostoc vis-à-vis : 

Staphylococcus aureus(A), Esherichia coli et (B) Listeria monocytogenes (C) 

(a, o) LnC1 ; (b, p) LnC12 ; (c) LnC13 ; (d, K) LnC16 ; (e) LnC10 ; (f, r) LnC15 ; (g) LC21 ; (h) LnC39 ; 

(i) LnF49 ; (j) LnF69 ; (l) LnC34 ; (m) LnC43 ; (n) LnV67 ; (q) LnC18 ; (s) LnC23 ; (t) LnF70. 

a       b       c     g    h   i      j     o    p        q 

d        e     f    k    l    m    n      r      s      t 

 
       A                     B                   C 
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Les diamètres des zones d’inhibitions des isolats vis-à-vis des bactéries pathogènes sont 

représentés dans le tableau 8. 

Tableau 8 : Diamètres d’inhibition (en mm) des souches pathogènes par les souches 

de Leuconostoc obtenus par la méthode directe et indirecte. 

 
 Méthode directe Méthode indirecte 

 St1 E. coli Bs Pa Sa Ef Lm  St2 St1 E. coli Bs Pa Sa Ef Lm  St2 

LnC1 23 25 22 24 27 20 20 27 17 16 14 15 12 15 17 14 

LnC2 21 24 22 26 24 25 23 21 09 13 12 13 14 12 12 15 

LnC10 21 25 24 23 22 24 21 20 12 13 14 13 11 10 11 11 

LnC12 24 22 24 23 21 20 25 21 08 09 08 10 09 09 08 09 

LnC13 10 09 08 09 07 07 09 08 0 0 0 0 0 0 0 0 

LnC15 24 26 24 25 23 20 21 23 15 14 12 14 13 12 11 12 

LnC16 22 21 20 23 24 27 23 24 10 11 10 13 08 13 12 10 

LnC18 06 09 11 08 09 10 07 06 04 02 05 05 04 03 02 03 

LC21 17 15 20 22 18 19 13 14 07 06 08 08 07 07 06 07 

LnC23 12 17 14 15 13 13 11 09 07 04 04 05 04 03 05 06 

LnC34 15 16 20 13 15 18 14 13 11 10 11 09 10 11 06 05 

LnC39 10 09 09 14 13 12 10 12 0 0 0 0 0 0 0 0 

LnC41 08 06 10 09 10 11 10 09 0 0 0 0 0 0 0 0 

LnC43 10 12 08 10 09 11 10 08 04 03 05 07 06 06 03 08 

LnV67 10 10 13 10 12 13 12 12 07 05 06 02 05 07 07 08 

LnF49 18 12 14 22 18 19 21 17 12 13 10 12 12 11 12 12 

LnF55 08 09 06 10 08 07 09 09 0 0 0 0 0 0 0 0 

LnF63 13 17 14 15 13 13 11 09 10 10 12 09 08 07 07 08 

LnF64 08 09 10 13 12 11 10 09 04 07 08 08 07 06 08 04 

LnF65 21 25 24 23 22 24 21 20 14 15 15 16 12 13 14 12 

LnF69 08 06 10 09 10 11 10 09 0 0 0 0 0 0 0 0 

LnF70 20 21 20 17 21 18 23 24 12 14 13 14 15 13 14 13 

LnF71 12 13 11 08 09 10 07 10 0 0 0 0 0 0 0 0 

LAB13 15 14 15 18 20 18 15 17 12 11 13 14 12 10 12 13 
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Ce tableau indique que les souches LnC1, LnC2, LnC10 et LnC12 ont montré une activité 

antibactérienne importante avec des diamètres élevés tandis que les souches LnC39, LnC41, LnF55, 

LnF69 , LnF71 ont montré une faible inhibition vis-à-vis les souches pathogènes utilisées comme 

souches indicatrices. 

II.2. 2. Caractérisation de l’agent antagoniste 

L’effet antibactérien peut être attribué à n'importe quel facteur inhibiteur, produit par les 

souches Leuconostoc isolées. Nous citerons principalement l’acide lactique et/ou une substance 

protéique comme les bactériocines ou bien la présence du H2O2 qui est un produit intermédiaire des 

BL en présence d’O2. Pour cela, nous avons opté pour la méthode indirecte afin de sélectionner 

(plus au moins) la nature de l’agent antimicrobien. Cette méthode permet de détecter l’activité 

antagoniste dans les surnageants de culture des souches inhibitrices. C’est-à dire de détecter 

seulement les inhibitions dues à la production d'agents antibactériens sécrétés et d'éliminer celles 

dues au contact cellulaire. Il est souvent admis que le pouvoir inhibiteur des bactéries lactiques est 

très lié à leur pouvoir acidifiant. 

 Dans le but d'éliminer la possibilité d'antagonisme par les acides organiques et H2O2, nous 

avons utilisé un surnageant neutralisé par NaOH d’une préculture en anaérobiose, en utilisant la 

méthode directe et la méthode de diffusion en puits. 17 souches ont montré une activité 

antibactérienne avec un diamètre plus réduit (tableau 8, figure 30) 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 :  Inhibition bactérienne par les souches Leuconostoc vis-à-vis de 

Pseudomonas aerugenosa selon la méthode indirecte. 

Ces résultats montrent que les souches LnC1, LnC2, LnC10, LnC12, LnC15, LnC16, 

LnC18, LC21, LnC23, LnC34, LnC43, LnV67, LnF49, LnF63, LnF64, LnF69, LnF70 et LAB13 

a       b         

d 
c 

e f 

a : LnC1 

b : LnC15 

c : LnC16 

d: LnF55 

e: LnF69 

f: LnF71 
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possèdent la capacité de produire d’autres substances inhibitrices, principalement protéiques, en plus de la 

production des acides organiques (figure 31). 

La mise en évidence de la nature protéique de l’agent inhibiteur a été effectuée à l’aide 

d’un surnageant neutralisé, en présence d’enzymes protéolytiques de type pepsine. Les agents 

inhibiteurs produits par les souches sélectionnées, engendrent des halos d’inhibition dans les puits 

témoins non neutralisés et neutralisés, respectivement. Cette activité a disparu après traitement par 

la pepsine (figure 31). Ces résultats permettent de conclure que les substances antibactériennes 

produites par nos souches sont de nature protéique et sont donc selon toute vraisemblance des 

bactériocines. 

 

 

 

 

 

Figure 31:  Inhibition bactérienne par la souche LnC1 vis-à-vis Listeria 

monocytogenes en utilisant la méthode indirecte.  

Pour étudier la stabilité de la substance à la température, les surnageants neutralisés sont 

traités par différentes température (70°C, 90°C et 120°C) et les résultats permettront de sélectionner 

les souches productrices de bactériocines. 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Effet antibactérien du surnageant de la souche LnC1 traité par la 

température vis-à-vis de Pseudomonas aerugénosa 

a 
b a 

b 

a: surnageant neutralisé 

b : surnageant non 

neutralisé 

a: surnageant neutralisé  

b : surnageant neutralisé et traité par la 

pepsine 

a 

b c 

d 
a: surnageant neutralisé 

b,c et d surnageants neutralisés et traités à 

différentes températures (70°C, 90°C et 

120°C)   
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La résistance des souches au traitement thermique est un caractère intéressant lors des 

procédés de pasteurisation ou de stérilisation utilisés dans les industries alimentaire et 

pharmaceutique. 

Les BL ont la capacité de produire une gamme de substances antimicrobiennes tels que les 

acides organiques, le diacétyle, le peroxyde d'hydrogène et d’autres substances de nature protéique, 

toutes ayant des propriétés antibactériennes ou bactériostatiques. Ces métabolites jouent, non 

seulement le rôle d’une barrière naturelle contre les agents pathogènes et la détérioration des 

aliments en augmentant leur durée de conservation, mais aussi possèdent un effet positif sur le goût, 

l'odeur, la couleur et la texture des aliments (García et al., 2010 ; Zacharof et Lovitt, 2012). 

Plusieurs recherches ont été réalisées dans cet axe. Les souches de Ln mises en test dans 

cette partie d’étude, ont été détectées comme étant des bactéries productrices de substances 

antimicrobiennes. Les souches testées ont montré une activité inhibitrice contre les souches 

indicatrices pathogènes. Cette activité peut être due, généralement, à un certain nombre de facteurs 

: (1) les acides lactiques et/ou l’acide acétique qui diminuent le pH en créant un environnement 

acide, ce qui élimine la présence des bactéries non tolérantes, (2) la compétition pour les substrats 

et (3) la production de substances à action bactéricide ou bactériostatique, y compris les 

bactériocines (Parente et Ricciardi, 1999 ; Silva et al., 2018). 

L’étude des bactériocines produites par les isolats doit prendre en compte la grande quantité 

d’acides organiques produite au cours du métabolisme bactérien et devrait écarter l’inhibition due à 

ces acides organiques (Sorrells et Speck, 1970). C’est la raison pour laquelle le surnageant est 

neutralisé par le NaOH (Labioui et al., 2005). 

Afin de s’assurer de la nature protéique de la substance produite par les souches isolées, 

nous avons traité le surnageant des cultures de Ln par une enzyme protéolytique, la pepsine. Nous 

avons constaté l’absence totale de zones d’inhibitions. Ces composés pourraient être des 

bactériocines. Selon Daba et al., (1993) ces substances antimicrobiennes ne sont pas forcément des 

bactériocines, des expériences sont indispensables pour connaitre la nature exacte de ces 

composants.  

Nos résultats sont en accord avec ceux de Ghita et al. (2015) qui ont également signalé 

que les souches de Ln. mesenteroides ont eu des activités antibactériennes élevées contre Bacillus 

cereus ATCC 33018 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 par rapport aux autres souches de 

Bifido bacterium. Cependant, Shehata et al. (2016) ont montré que plusieurs BL isolées de Zabady 
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et des échantillons de fromage ont montré une activité inhibitrice contre plusieurs agents 

pathogènes, y compris S. aureus et E. coli.  

Plusieurs travaux employant les souches deLn. mesenteroides, isolées de différents 

écosystèmes, ont montré leurs caractéristiquesprobiotiques souhaitables qui leur qualifie 

d’êtreutilisé en industrie agroalimentaire (Zhang et al., 2013; Diana et al., 2015 ; Giles-Gómez et 

al., 2016 ; Yadav et al., 2016 ; Emmanuel et al., 2017). 

Aussi les travaux de Lahiri et al., (2020) qui ont étudié la production de bactériocines à 

partir une souche de ln. Lactis vis-à-vis, Bacillus subtilis (ATCC 23857), Escherichia coli (ATCC 

8739), Pseudomonas putida (ATCC 47054), Klebsiella (ATCC 700721) et Serratia sp.(ATCC 

27137). 

 

II.2.3. Purification partielle de la bactériocine 

Plusieurs méthodes de purification des bactériocines existent telles que l'ultrafiltration par 

des filtres Millipore et précipitation avec le sulfate d'ammonium (Piva et Headon, 1994 ; Gao et 

al.,2010). La précipitation des protéines au sulfate d’ammonium est un procédé de séparation basé 

essentiellement sur le degré de solubilité de la protéine (Osterlund et Janson, 1997). 

Les résultats obtenus ont montré que la purification des bactériocines par le fractionnement 

partiel du surnageant avec le sulfate d'ammonium, des souches isolées vis-à-vis des bactéries 

pathogènes sont indiqués dans la figure 33.      

 

 

 

 

 

Figure 33 :  Activité antibactérienne des souches isolées vis-à-vis de germes 

pathogènes (A) E.coli ; (B) S. typhi; (C) St. aureus par précipitation avec le sulfate 

d’ammonium et dialyse du surnageant. 
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La purification partielle des protéines actives produites par les souches testées concernant 

leur pouvoir de produire les bactériocines, a permis de sélectionner 12 souches : LnC1, LnC2, 

LnC15, LnC10, LnC12, LnC16, LnC21, LnC34, LnF49, LnF65, LnF70 et LnF63. Tandis que les 

souches LnC18, LnC23, LnC43, LnV67 et LnF64 n’ont montré aucune zone d’inhibition après la 

précipitation et la purification.   

Maurya (2012) a purifié une bactériocine produite par Leuconostoc mesenteroides 

CHBY46, isolée à partir du Lait de dromadaire algérien.  

Par ailleurs, Novotny et al., (1992) ; Ohmomo et al., (2000) ; Deraz et al., (2005) et Bellil 

et al.,(2018) ont réalisé la précipitation des bactériocines avec une saturation de 60-65% de sulfate 

d’ammonium, extraite du filtrat de culture de Bacillus thermoleovorans, de l’entérocine ON-157 

produite par Enterococcus faecium NIAI 157, l’acidocine D20079 produite chez Lactobacillus 

acidophilusDSM 20079 et produite chez Lactococcus lactissubsplactisLL171 respectivement.  

Lahiri et al., (2020) qui ont étudié l’optimisation de production de bactériocine par 

Leuconostoc lactis SM2 isolée à partir du lait de vache, ont utilisé différente concentration de sulfate 

d’ammonium et ils ont trouvé une meilleure production à une concentration de 60%. 

III.4. Mode d’action des bactériocines 

 Les souches sélectionnées pour cette étude sont LnC1Ln. mesenteroides subsp 

mesenteroides, LnC10 Ln. geldium, et LnC34 Ln. mesenteroides subsp dextranicum, vis-à-vis des 

souches pathogènes : Staphylococcus aureus ATCC43300, Esherichia coli ATCC25992, 

Pseudomonas aeruginosa ATCC9027, Listeria monocytogenes ATCC 14028 et Salmonella typhi 

ATCC14028. Les résultats sont montrés dans les figures suivantes. 
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Figure34 : Suivie de croissance de Listeria monocytogenes (a) Staphylococcus aureus 

(b) Esherichia coli (c) Pseudomonas aeruginosa (d) et Salmonella typhi (e) en présence et en 

absence de surnageant de la souche LnC1 
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Figure 35 : Suivi de croissance de Listeria monocytogenes (a),   Staphylococcus 

aureus  (b), Esherichia coli (c), Pseudomonas aeruginosa (d) et Salmonella typhi (e) en 

présence et en absence de surnageant de la souche LnC34 

 

 

 

 

 

0

0,5

1

1,5

0 2 4 6 8 10 12 24

D
O

 6
0

0
n

m

temps de croissance (heure)

avec surngeant sans surnageant

0

0,5

1

1,5

0 2 4 6 8 10 12 24

D
O

 6
0

0
n

m

temps de croissance (heure)

avec surngeant sans surnageant

0

0,5

1

1,5

2

0 2 4 6 8 10 12 24

D
O

 6
0

0
n

m

temps de croissance (heure)

avec surngeant sans surnageant

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

0 2 4 6 8 10 12 24

D
O

 6
0

0
n

m

temps de croissance (heure)

avec surngeant sans surnageant

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

0 2 4 6 8 10 12 24

D
O

 6
0

0
n

m

temps de croissance (heure)

avec surngeant sans surnageant

a 

d c 

b 

e 



 Chapitre 3             Résultats et discussions 

79 
 

 

  

  

 

Figure 36 : Suivi de croissance de Listeria monocytogenes (a),   Staphylococcus 

aureus  (b), Esherichia coli (c), Pseudomonas aeruginosa (d) et Salmonella typhi (e) en 

présence et en absence de surnageant de la souche LnC10 
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 Les résultats obtenus (figures34, 35 et 36) ont montré une inhibition considérable de la 

croissance des souches indicatrices, après l'ajout d'un volume de 1 ml des surnageants des souches 

Ln sélectionnées. Cette inhibition est expliquée par l'arrêt de la division cellulaire des bactéries 

pathogènes (une croissance déséquilibrée), en comparaison avec la biomasse non traitée (croissance 

équilibrée). Pendant les premières 4h on remarque une croissance stable des souches indicatrices 

dans le milieu de culture utilisé, et une augmentation considérable de la biomasse (DO > 0.8) la 

culture non traitée (contrôle). Ensuite, la biomasse des bactéries indicatrices a diminué dans la 

culture traitée avec le surnageant des souches Ln. 

 Piard et Desmazeaud (1992) et Casla et al., (1996), ont rapporté que les bactéries ayant 

des pouvoirs antibactériens peuvent avoir trois types d'effets : un effet bactériostatique qui se 

manifeste par un ralentissement ou arrêt de la croissance, effet bactéricide qui se traduit par une 

perte de la viabilité avec une lyse cellulaire, ou alors un effet bactéricide sans lyse cellulaire.  

Les résultats obtenus ont montré une importante activité bactéricide des molécules 

antibactériennes produites chez les souches isolées (LnC1, LnC10 et LnC34) vis-à-vis les souches 

pathogénes.  

Des résultats similaires sont observés chez l’entérocine MR99, qui exerce un effet 

bactéricide contre L. monocytogenes, S. aureus et contre des agents de la mammite bovine, et 

présente une activité bactériostatique contre la bactérie E.coli (Sparo et al.,2006).  

 Le mode d’action des bactériocines dépend des bactéries cibles utilisées et leur 

concentration.  

 Zamfir et al., (1999) ont montré que l’acidophiline 801 a manifesté des effets 

bactériostatiques lorsque sa concentration est inférieure à 250AU/ml.  

Van Belkum et al., (1992), ont rapporté que la lacticine produite chez Lc. lactis à une 

activité antibactérienne vis-à-vis Escherichia et Salmonella.  

 Par ailleurs, les travaux réalisés par Ryan et al. (1996) et Dougherty et al. (1998) ont 

montré que la lacticine 3147, bactériocine produite chez Lc. lactis DPC 3147, possède un large 

spectre d’inhibition contre Escherichia, Acetobacter, Clostridium, Salmonella, Staphylococcus, 

Streptococcus, Lactobacillus et Listeria. 
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II.3. L’effet d’une subsatnce antimicrobienne produite par une souche Leuconostoc 

mesenteroides subsp. cremoris sur la qualité microbiologique d’un fromage traditionnel 

II.3.1.  Analyses physicochimiques 

Les résultats des tests physicochimiques du lait et du fromage frais avant et après 

conservation sont montrés dans le tableau 9. 

Tableau 9: Résultats des analyses physicochimiques du lait et fromage frais 

Test Lait Fromage (J0) Fromage (J7) 

E1 E2 E3 E4 E5 

pH 6,7±0,07 4, 21±0,07 4,0±0,07 4,1±0,035 3,9±0,07 4,0±0,035 3,9±0,07 

Acidité 

titrable  °D 

18±1,41 43±1,41 44±1,52 43±2,12 45±1,63 43±2,82 44±0,21 

Matière 

sèche% 

15,4±0,0 44,1±1,34 39,4±0 42,2±0,35 44±0,21 43,7±0 43±0,07 

E1: fromage sans additif (témoin); E2: fromage affiné avec du sel; E3: fromage affiné avec du romarin;  E4: fromage affiné avec de 

l’ail; E5: formage affiné avec le surnageant actif  de la souche lactique, °D: degré Dornique; (J0) jour de la préparation; (J7) sept 

jours après l’affinage. 

 

II.3.1.1.  Mesure de pH 

On a mesuré un pH de 6.7 pour le lait, Le pH du J’ben est de 4.21, peuvent être dues à 

l’activité de la flore microbienne lactique qui produise l’acide lactique d’une quantité importante 

(Ouadghiri , 2009). Le suivi de l’évolution de pH des fromages au cours de conservation a montré 

des allures similaires entre le fromage témoin et les fromages affinés. Ces résultats de pH pour le 

lait et le fromage sont en accord avec ceux enregistrés Hatzikamari et al., (1999) ; Franco et al., 

(2003), Leclercq-Perlat et al., (2019) et Niang et al., (2020). 

 

II.3.1.2.  L’acidité Dornic 

Le résultat de l’acidité titrable du lait est 18 °D. Cette valeur est proche de celles 

rencontrées (15-18 °D) par Ouadghiri, (2009).. On distingue l’acidité naturelle, celle qui caractérise 

le lait frais, d’une acidité développée issue de la transformation du lactose en acide lactique par 

divers microorganismes.  La teneur en acide lactique dans l’échantillon de j’ben est de 45 °D. nos 

résultats sont identiques à ceux de Leclercq-Perlat et al., (2019 et Tadjine et al., (2020). L’activité 

acidifiante est l’une des principales fonctions des bactéries lactiques. Les bactéries lactiques 

provenant des matières premières du lait ou de l’environnement sont responsables de la production 

d’acide lactique résultant de l’utilisation des hydrates de carbone (Terzić-Vidojević et al., 2015). 
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Nous avons remarqué après la conservation des fromages des valeurs similaires de l’acidité dornique 

entre le fromage témoin et les fromages affinés. 

 

II.3.1.3.  Extrait sec  

La teneur en matière sèche totale de lait cru de chèvre analysée est égale à 15.4%. Celle-ci 

semble dans la norme AFNOR (1998). Elle dépend de l’alimentation, le climat et de la race 

également (Seydi , 2004). 

Selon Alais (1984), le taux d’extrait sec varie d’un type de fromage à un autre. Il dépend 

d’une part de la composition initiale du lait et d’autre part de la manière dont sont effectués la 

coagulation et l’égouttage. Le poids sec de fromage est de 44.1%. Même après la conservation nous 

avons remarqué des valeurs similaires entre les fromages. Ces résultats sont similaires à ceux de 

Niang et al., (2020) et Tadjine et al., (2020). 

 

II.3.2.  Analyses microbiologiques 

Les résultats des analyses microbiologiques du lait et des fromages sont représentés dans 

le tableau 10. 
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Tableau 10 : Dénombrement des micro-organismes dans le lait de chèvre et des fromages. 

Microorganismes 

(UFC/ml) 
Lait 

Fromage 

J0 

Fromage 

J4 

Fromage 

J7 

E1 E2 E3 E4 E5 E1 E2 E3 E4 E5 

FMAT 31,7×10 41,2×10 41,4×10 31,5×10 31,4×10 31,8×10 31,6×10 41,7×10 41,2×10 31,3×10 21,6×10 20,5×10 

Coliformes 

totaux 
21,7×10 41,3 ×10 41.5×10 31,7×10 21,3×10 21,4×10 1,2×10 21,2×10 21,4×10 1.2×10 0,5×10 - 

Coliformes 

fécaux 
1,3×10 31,12×10 41.7×10 31,4×10 21,7×10 21,7×10 1,3×10 21,2×10 1,7×10 1,4×10 - - 

Streptocoque 

fécaux 
- - - - - - - - - - - - 

Salmonella - - - - - - - - - - - - 

St. aureus - 0,9×10 21,7×10 1,1×10 - - - 1,4×10 - - - - 

Clostridium 

sulfito-

réducteurs        

- - - - - - - - - - - - 

Levures et 

moisissure 
30,2×10 51,4×10 41,5×10 31,3×10 31,2*10 31,4×10 31,2×10 31,5×10 1,5×10 1,24×10 1,2×10 0,3×10 

 

UFC: Unité Formant la Colonie; E1: fromage sans additif (témoin); E2: fromage affiné avec du sel; E3: fromage affiné avec du romarin; E4: fromage affiné avec de l’ail; E5: 

formage affiné avec le surnageant actif  de la souche lactique ; J0: premier jour de préparation du fromage; J4: quatre jours après l’affinage du fromage;  J7: sept jours après 

l’affinage du fromage. 

. 
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Les résultats microbiologiques du lait montrent des différences quantitatives des germes 

présents. On note la présence élevée de la FMAT (1,7×103 UFC/ml) et les champignons (0,2×103 

UFC/ml) dans le lait. La FMAT est composée généralement de la flore de contamination banale 

(Guiraud, 1998). En revanche, on observe l’absence de Salmonella sp et de St. aureus. Les 

Staphylocoques sont fréquemment détectés dans le lait. L’origine de la contamination est la 

mamelle malade (mammite) mais aussi l’Homme. Les Staphylocoques produisent une toxine 

thermostable engendrant des intoxications, de gravités variables, pouvant être mortelles chez 

l’enfant.  

Aussi l’absence des Clostridium sulfito-réducteurs et les Streptocoques fécaux, a été 

détecté dans le lait de chèvre. Mais les coliformes totaux et fécaux sont présents avec des valeurs 

acceptables (3×10 et 1,7×102 UFC/ml respectivement). Ces résultats sont similaires à ceux de 

Feknous et al., (2018). Ils indiquent que les conditions aseptiques de prélèvement ont été respectés 

et qu’aucune contamination du lait n’a eu lieu avec la bonne santé des animaux. Cela illustre 

l’application d’une bonne méthode d’hygiène d’élevage. 

Concernant les fromages affinés après conservation et le fromage témoin avant et après 

conservation, nous remarquons l’absence de salmonella et Clostridium sulfito-réducteurs et les 

Streptocoques fécaux. 

En revanche, nous avons remarqué la présence d’une charge de St. aureus (0,9×10 

UFC/ml) dans le fromage témoin. Ce qui peut s’expliquer par une contamination pendant la 

préparation, car les Staphylocoques font partie de la flore commensale chez l’homme. Cette charge 

est réduite après la conservation des fromages affinés par le sel et ceux non affinés. On note aussi, 

une disparition totale des staphylocoques dans les fromages affinés par l’ail, le romarin et le 

surnageant contenant des substances antimicrobiennes de la souche LAB13. 

Pour ce qui est des coliformes fécaux (1,7×104 UFC/ml) et des coliformes totaux (1,5×104 

UFC/ml) ainsi les moisissures et levures (1,5×104 UFC ml), nous avons remarqué une 

augmentation de leur nombre dans le fromage témoin. Cette charge est réduite après la conservation 

des fromages affinés par l’ail et le surnageant où nous avons remarqué l’absence totale des 

coliformes après sept jours de conservation . 
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Dans notre étude, la recherche de l’effet inhibiteur des bactéries pathogènes, par le 

surnageant de la souche LAB13, a permis de mettre en évidence le pouvoir antimicrobien de cette 

souche, et par l’addition des différentes substances aromatiques. En comparant l’effet des 

substances produites par la souche lactique LAB13 ajoutée et les substances d’affinages, nous 

avons remarqué que le surnageant de la souche lactique a un impact sur la flore d’altération, 

nettement meilleur que les autres substances. 

 Les résultats obtenus ont montré que la souche LAB13 secrète des substances 

antimicrobiennes qui agissent sur les bactéries pathogènes et d’altération, à savoir les bactériocines 

de classe II (Daouadji et al., 2020). Ils agissent en perméabilisant les membranes cibles, ce qui 

provoque un déséquilibre de la balance ionique et une fuite des phosphates. La cellule cible 

fragilisée, finit par mourir (Héchard et al., 2001). C’est pour cette raison que nous constatons 

l’absence de la plupart des germes d’altération dans le fromage additionné au surnageant. La 

diminution de la charge microbienne du fromage frais, peut être expliquée par des changements 

dans le milieu, notamment la diminution du pH et la présence de certains inhibiteurs existant dans 

le surnagent de la souche LAB13. et l’effet des substances aromatiques Le diacétyle, dont le citrate 

est le précurseur, est le principal composé aromatique recherché dans les produits laitiers frais, tels 

que le beurre, le fromage frais et la crème fraîche. Cependant, d’autres composés issus de 

l’hétérofermentation, tels que l’acétate et l’éthanol, contribuent à la texture et à la flaveur de ces 

produits laitiers. 

Le fromage frais additionné des substances aromatiques, révèle une diminution de la 

charge microbienne. Dans le cas du fromage frais salé, la charge des coliformes totaux a diminué, 

donc le salage limite la croissance et détruit les bactéries. Le sel a ainsi des effets multiples sur la 

qualité finale du fromage. D’une part, le NaCl offre une protection contre les microorganismes 

dangereux, en réduisant l’activité de l’eau, et d’autre part, il donne un goût relevé au fromage 

(Guinee et O'Kennedy, 2007). En outre, le romarin a un effet non négligeable, grâce à sa richesse 

en polyphénols, notamment les flavonoïdes qui sont reconnus par leur toxicité vis-à-vis des 

microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut être lié à l'inhibition des enzymes hydrolytiques 

(les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions, pour désactiver les adhesines 

microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire  (Cowan, 1999)  

En comparant les substances d’affinage, l’ail a la meilleure activité antimicrobienne contre 

un grand nombre de micro-organismes. Il a montré une activité puissante à large spectre contre les 
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bactéries pathogènes à Gram positif et Gram négatif (Menacer et al., 2017). L’ail agit, au niveau 

de la membrane cellulaire, en inhibant particulièrement les réactions de phosphorylation oxydative, 

alors que d’autres sont des inhibiteurs de certaines enzymes extracellulaires secrétées par les 

microorganismes (Thomas-Berbaran et al., 1990). 

 

II.4. Biosynthèse des Ag nanoparticules 

La biosynthèse des nanoparticules d'argent (AgNPs) a été réalisée par le surnageant d’une 

culture de la souche bactérienne Leuconostoc mesenteroïdes subsp. mesenteroides (LnC1). La 

réduction du nitrate d'argent en AgNPs est suivie d'un changement de la couleur du clair au brun 

foncé (figure 37). L'intensité de la couleur a augmenté après 24h d'incubation résultant de la 

formation élevée de nanoparticules. 

 

 

 

  

Figure 37 : Solutions de nitrate d'argent après exposition au surnageant de culture 

de la souche Leuconostoc mesenteroïdes subsp. mesenteroides 

Le changement de couleur est expliqué par la réduction des ions Ag+ en particules d’argent 

(Ag0) en présence du surnageant de la souche lactique. Le surnageant de la souche bactérienne 

Leuconostoc mesenteroïdes subsp. mesenteroids réagit comme agent réducteur pour la synthèse 

des AgNPs en raison de la présence de grandes quantités d'enzymes spécifiques. Cette synthèse 

extracellulaire présente plus d'avantages pratiques par rapport à la synthèse intracellulaire (en 

raison du nombre réduit d'étapes de purification). Ces résultats sont similaires à ceux obtenus par 

(Kumar et al., 2011) qui ont synthétisé des AgNPs à partir de Pseudomonas aeruginosa. Kumar 

et al., (2014) ont utilisé une plante (Boerhaavia diffusa) pour synthétiser des AgNPs et 

Pugazhendhi et al., (2018) à partir de microalgues (Gelidium amansii). Matei et al., (2020) qui 

ont remarqué le changement de couleur vers le brun foncé après la biosynthèse des AgNPs à partir 

de cultures de bactéries lactiques. 

Surnagean

t  

+ AgNO3  

 

Incubation 

30°C / 24h  
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II.4.1. Caractérisation de AgNPs 

II.4.1.1. Spectroscopie UV-Visible 

Le pic d'absorption maximal est observé à une longueur d’onde de 465 nm (figure 38). Des 

valeurs proches ont été trouvées par Roy et al., (2016) relatives à la synthèse des AgNPs à partir 

de Saccharomyces cerevisiae.  En fait, la couleur brune des AgNPs, résulte de la vibration 

concomitante d'électrons libres de l'argent métallique qui sont en résonance avec l'onde lumineuse. 

Cela explique l'origine de l'absorption par résonnance plasmonique de surface (SPR), souvent 

observée avec des NPs métalliques. Ranganath et al., (2012) et Thiruneelakandan et al., (2013) 

ont trouvé 430 nm comme absorbance maximale des AgNPs synthétisés à partir de Lactobacillus 

spp. Des valeurs inférieures (416-420 nm) ont été obtenues par Wang et al., (2016), en utilisant 

methylotrophicus et Matei et al., (2020) en utilisant les bactéries lactiques. Cette différence est liée 

à la taille des nanoparticules synthétisées.   

 

Figure 38 : Spectre UV-visible de l’absorbance des nanoparticules d’argent 

(AgNPs) synthétisés par la souche Leuconostoc mesenteroïdes subsp. mesenteroides traitées à 

37°C pendant 24h. 
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II.4.1.2. Microscopie électronique à balayage (MEB)  

L’analyse par Microscopie Electronique à Balayage (MEB) a montré que les AgNPs 

synthétisées sont homogènes, denses et formées de particules sphériques. Les images MEB (figure 

39) mettent en évidence la taille des particules (30-40 nm) d’AgNPs. Les résultats obtenus sont 

similaires à ceux de Bhainsa et D'souza (2006); Kumar et Mamidyala, (2011); Mondal et al., 

(2020) et Kandiah et Chandrasekaran (2021).  

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Images MEB d'AgNPs synthetisés par la souche Leuconostoc 

mesenteroïdes subsp. mesenteroides 

II.4.1.3. Analyse élémentaire et quantitative des dépôts par EDX 

La spectroscopie EDX est un outil potentiel utilisé pour révéler les constituants 

élémentaires. Dans la Figure 40 il est clairement montré que l'échantillon synthétisé est composé 

d'Ag (argent), de C (carbone) et d’O (oxygène). Aucune autre impureté élémentaire n'a été trouvée 

dans l'EDX, ce qui renforce la pureté de l'échantillon. 

 

 

 

 

 



 Chapitre 3             Résultats et discussions 

89 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 40: Modèle EDX d'AgNPs synthétisées par la souche Leuconostoc 

mesenteroïdes subsp. mesenteroides. 

II.4.2. Activité photocatalytique des AgNPs 

L'activité catalytique des AgNPs synthétisés sur la dégradation des colorant est démontré 

en utilisant le bleu de méthylène (BM), orange de méthyle (OM) et rouge Congo (RC) par la 

technique d'irradiation solaire à différents intervalles de temps. Le pic d'absorption caractéristique 

du BM, RC et OM ont été trouvés à 660 nm, 490 nm et 470 nm respectivement (figure 41). Sous 

irradiation par lumière, on observe une diminution progressive de max en présence des AgNPs 

avec le temps pour les trois colorants. La dégradation complète s'est produite après 30 mn pour le 

BM et le RC et 40 mn pour le OM. 
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Figure 41 : Les spectres UV indiquent la dégradation photocatalytique du (a) bleu 

de méthylène, (b) rouge congo et (c) orange de méthyl par les AgNPS 

Les résultats obtenus sont très remarquables, car la plupart des travaux relatifs à l’activité 

photocatalytique des AgNP, ont été trouvés pour une durée de dégradation des colorants plus 

longue. Roy et al., (2015) ont annoncé une durée de 6h pour la dégradation du BM par des AgNPs 

synthétisée à partir de Saccharomyces cerevisiae ; Keskin et al., (2016) ont observé que la 

dégradation du BM à partir des cyanobactéries a eu lieu après 4h. Thomas et al., (2019) ont 

remarqué un temps de 24 h pour la dégradation de BM et OM par des AgNPs synthétisés, en 

utilisant une plante : Passiflora edulis ; tandis que Rahman et al., (2019) ont trouvé que la 

dégradation du bleu de méthylène avait lieu après 20 mn par des AgNPs synthétisées à partir d’une 

plante : Arisaema flavum. 

a 

 

b 

c 
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Selon Poornima et Valivittan (2017), les nanoparticules d’Argent sont de bons 

photocatalyseurs, très efficaces et stables à une température ambiante et sous irradiation par la 

lumière visible pour dégrader les composés organiques et les colorants. Ces résultats suggèrent que 

les AgNPs synthétisées par cette méthode peuvent favoriser catalytiquement la dégradation des 

colorants en présence de lumière visible et ouvrent la voie à la bioremédiation environnementale. 

Ils peuvent être considérés comme méthode très efficace pour la dégradation des colorants. Le 

mécanisme de la stratégie d'irradiation solaire a été expliqué par le fait que les photons solaires 

frappent les nanoparticules présentes dans un mélange réactionnel. Lors de l'exposition au soleil, 

les électrons à la surface des particules sont excités et réagissent avec les molécules d'oxygène 

dissoutes dans le milieu réactionnel et convertis en radicaux anions oxygène. Ces radicaux cassent 

le colorant organique en molécules organiques plus simples, conduisant à la dégradation rapide du 

colorant. 

II.4.3. L'activité antimicrobienne des AgNPs 

L'activité antimicrobienne de l'argent, dépend du contact superficiel dans la mesure où ce 

métal peut inhiber différents systèmes enzymatiques de la chaîne respiratoire et altérer la synthèse 

de l'ADN (Perez et al., 2007). En raison de leur petite taille, les nanoparticules présentent une 

grande surface de contact par rapport aux autres sels, ce qui offre un meilleur contact avec les 

micro-organismes en se liant à la membrane cellulaire et en pénétrant également à l'intérieur . 

L'activité antibactérienne des Ag-NPs a été testée contre Staphylococcus aureus ATCC 

25923, Micrococcus luteus (ATCC 9314), Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria monocytogenes 

ATCC 13932, Escherichia coli ATTC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATTC 9027, 

Pseudomonas aeruginosa 700TCA, et Candida albicans ATTC 10237 (figure 42). Le diamètre 

des zones d'inhibition des échantillons est indiqué sur la figure 43. Les résultats ont montré une 

activité antibactérienne importante des AgNPs biosynthétisés. Une zone d'inhibition d'environ 10 

à 23 mm a été observée. Ces résultats sont similaires à ceux obtenus par Kora et Arunachalam, 

(2011) et Salomoni et al., (2017) qui ont testé le pouvoir antimicrobien de l'AgNPS synthétisé par 

Pseudomonas aeruginosa ; ainsi que Taran et al., (2016) qui ont utilisé les AgNPs synthétisés par 

Bacillus sp. HAI4. 
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Figure 42: Activité antimicrobienne de différentes concentrations de nanoparticules 

d'argent sur des espèces microbiennes 

(A) Candida albicansATCC10237, (B) Listeria monocytogenes ATCC 13932, (C) Staphylococcus aureus 

ATTC43300, (D) Salmonella abony ATCC6017, (E) Micrococcus luteus ATCC 9314, (F) Bacillus subtilis ATCC 

6633, (G) Pseudomonas aeruginosa ATTC27853, (H) Pseudomonas aeruginosa ATCC9027, (I) Staphylococcus 

aureus ATCC25923, (J) E. coli  ATCC25922, (K) Klebsiella pneumoniae ATCC70603. 

• (a) C1=30µg/ml, (b) C2=15µg/ml, (c) C3=7.5µg/ml , (d) C4= 3.75µg/ml, (e) C5=1.875µg/ml, 

(f) C6=0.937µg/ml. (t) eau distillée. 
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Figure 43: Effet antibactérien indiqué par Zone d'inhibition (mm) de différentes 

concentrations d'AgNPS sur différentes épices 

(Ca) Candida albicans  , (Bs) Bacillus subtilis, (Pa1)  Pseudomonas aeruginosa,( Ml) Micrococcus luteus, 

(Sa) Salmonella abony, (Kp) Klebsiella pneumoniae, (St1) Staphylococcus aureus,(Ec) E. coli, (Pa2) Pseudomonas 

aeruginosa, (St2) Staphylococcus aureus, (Lm)Listeria monocytogenes . 

 

Les résultats montrent qu'avec la diminution de la concentration, une absence de l'activité 

antimicrobienne envers les espèces Candida albicans ATCC10237 et Pseudomonas aeruginosa 

ATCC9027 à une concentration de 1,875 µg/ml. Il en est de même contre E. coli ATCC25922 et 

Staphylococcus aureus ATCC25923 à 3,75 µg/ml. Lorsque la concentration de nanoparticules 

augmente, l'effet antibactérien augmente également.  

Le mécanisme antimicrobien des AgNPs est actuellement mal compris. Cependant, 

plusieurs auteurs ont supposé que la capacité de réplication de l'ADN bactérien est perdue et que 

les protéines cellulaires deviennent inactivées après le traitement aux ions d'argent (Kumar et al., 

2008). 
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Conclusion 

Ce travail a visé l’étude du potentiel technologique des souches Leuconostoc (Ln) isolées à 

partir de différents produits laitiers dans la région de Ouargla. Un isolement de 201 souches a été 

réalisé, à partir du lait de chèvre, lait de chamelle, lait de brebis, lait de vache, beurre traditionnel 

(D’hane) et fromage traditionnel (J’ben). La caractérisation morphologique a permis de 

sélectionner 38 souches.  

La caractérisation phénotypique en se basant sur les tests physiologiques et biochimiques 

des isolats nous a permis d’identifier les souches isolées :  

Ln. gelidum: isolées à partir du lait de chèvre, Ln. carnosum: isolées à partir du lait de 

chèvre, Ln. citreum: isolées à partir du lait de chèvre, Ln. fallax: isolées à partir du lait de chèvre 

et à partir du J’ben, Ln. mesenteroides subsp mesenteroides: isolées à partir du lait de chèvre, , à 

partir du lait de chamelle et à partir du J'ben, Ln. mesenteroides subsp dextranicum: isolées à partir 

du lait de chèvre, à partir du lait de chamelle, et à partir du lait de vache et Ln. mesenteroides subsp 

cremoris: isolées à partir lait de chèvre, à partir du lait de chamelle et à partir du J’ben. 

La caractérisation des fonctionnalités technologiques des souches a été basée sur l’étude de 

la production d’un exopolysaccharide (EPS) de type dextrane, en utilisant le milieu MSE. A ce 

titre, nous avons sélectionné 30 souches qui ont monté une production de dextrane par l’apparition 

de colonies gluantes et gélatineuses. Par la suite une quantification de dextrane a été réalisée, par 

dosage des sucres totaux, à l'aide de la courbe d'étalonnage du glucose. Des niveaux de production 

variant entre 0,63 ± 0,19 g/l et 2,41 ± 0,17 g/l des souches LnF70 et LnC1, respectivement. Ces 

résultats nous ont permis de choisir 4 souches, celles ayant montré une bonne production et celles 

à faible production (LnC1 et LnC12, LnF65 et LnF70) afin d’envisager une optimisation. Celle-ci 

était basée sur les conditions nutritionnelles portant sur le glucose (source de carbone) l’extrait de 

levure (source d’azote) et le précurseur de production : le saccharose. Une bonne production a été 

obtenue dans le milieu contenant 2% de glucose, 0,3% d’extrait de levure et 10% de saccharose. 

Par ailleurs le pouvoir antimicrobien des souches Ln vis-à-vis de Staphylococcus aureus 

ATCC43300 (St1), Esherichia coli ATCC25992, Bacillus subtilis ATCC6633 , Pseudomonas 

aeruginosa ATCC9027, Salmonella typhi ATCC14028, Enterococcus faecalis WDCH0009, 

Listeria monocytogenes ATCC14028 et Staphylococcus aureus ATCC25923, en utilisant la 

méthode directe d’antagonisme sur gélose, a montré que 24 souches possèdent une activité 
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antibactérienne avec différentes zones d’inhibition. Les zones d’inhibition formées autours des 

colonies, apparaissent claires avec des diamètres variables, de 06 à 27 mm. 

La caractérisation physico-chimique de bactériocines produites chez les souches isolées, 

sélectionnées antagonistes (LnC1, LnC2, LnC10, LnC12, LnC15, LnC16, LnC18, LC21, LnC23, 

LnC34, LnC43, LnV67, LnF49, LnF63, LnF64, LnF69, LnF70 et LAB13) a révélé leur thermo-

résistance, et leur sensibilité aux protéases.  

La purification partielle des protéines actives, produites par les souches testées relatives à 

leur pouvoir de produire des bactériocines, a permis de sélectionner 12 souches : LAB 13, LnC1, 

LnC2, LnC15, LnC10, LnC12, LnC16, LnC21, LnC34, LnF49, LnF65, LnF70 et LnF63. Tandis 

que les souches LnC18, LnC23, LnC43, LnV67 et LnF64 qui n’ont montré aucune zone 

d’inhibition après la précipitation et la purification.  

En comparant l’effet des substances produites par une souche lactique LAB 13 

(Leuconostoc mesenteroides subsp cremoris) avec différentes substances d’affinages (sel, romarin 

et ail), sur la qualité microbiologique d’un fromage frais, préparé à partir du lait de chèvre, a permis 

de constater que le surnageant de la souche lactique a un effet sur la flore d’altération, nettement 

meilleur que les autres substances. Cela indique que cette souche présente la capacité de produire 

des substances antimicrobiennes vis-à-vis des bactéries d’altération et de ce fait, peut être utilisée 

dans la conservation des produits alimentaires. 

L’utilisation de surnageant d’une souche Ln. mesenteroides subsp. mesenteroides (LnC1), 

pour synthétiser des nanoparticules d’Argent (AgNPs) en présence d’AgNO3, a été confirmée par 

le changement de couleur et spectroscopie UV-Visible avec une absorbance à 465 nm. La structure 

des AgNPs en utilisant la microscopie électronique à balayage, a indiqué des formes sphériques 

d’une taille de 30 à 40 nm. L’application des AgNPs dans la dégradation de certains colorants, à 

savoir le bleu de méthylène, l’orange de méthyle et le rouge Congo, sous irradiation par la lumière, 

a montré des pics d'absorption à 660 nm, 490 nm et 470 nm respectivement, caractéristiques de ces 

trois colorants. 

L'activité antibactérienne des Ag-NPs vis-à-vis de Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Micrococcus luteus ATCC 9314, Bacillus subtilis ATCC 6633, Listeria monocytogenes ATCC 

13932, Escherichia coli ATTC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATTC 9027, Pseudomonas 
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aeruginosa 700TCA, et Candida albicans ATTC 10237, a été remarquable, avec des zones 

d’inhibitions variant entre 10 mm à 23 mm. 

En perspectives : 

• Une identification moléculaire des isolats, en utilisant les méthodes de PCR et séquençages. 

• Les souches isolées sont de bonnes « candidates » pour une étude plus approfondie afin 

d’élucider leurs avantages potentiels pour la santé humaine comme une culture protectrice 

et comme un starter dans les produits alimentaires afin d’évaluer leurs caractéristiques 

technologiques pour des applications à partir du lait cru de chamelle en Algérie 

• La purification et caractérisation structurale du dextrane produit 

• La purification et la caractérisation structurale des bactériocines dont la détermination de la 

séquence peptidique 

• Le développement de levains lactiques spécifiques, contenant des combinaisons de souches 

dotées de pouvoirs antimicrobiens pour d’éventuelles applications dans des modèles des 

produits fermentés traditionnels. 

• Biosynthèse d’autres nanoparticules, tels que Zn, Mg, Mn… et essai de leur application 

dans le domaine de l’environnement. 
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Annexxe 1 

Milieux de cultures 

Milieu MRS (Man Rogosa et Sharpe, 1960) 

Extrait de levure 

Extrait de viande 

Polypeptone 

citrate de sodium 

acétate de sodium 

Glucose 

KH2PO4 

MgSO4 

MnSO4 

Agaragar 

Eau distillée 

pH 6.8 

Autoclavage 120°C/ 20 minutes 

5g 

10g 

10g 

2g 

5g 

20g 

2g 

0.25g 

0.05g 

15g 

1000ml 

 

Milieu M16 BCP (Thomas, 1973) 

Extrait de levure 

Extrait de viande 

Peptone 

Acide ascorbique 

Lactose 

L-arginine 

Bleu de bromothymol 

Agar-agar 

Eau distillée 

pH 6.8 / Autoclavage 120°C/20minutes 

 

2.5g 

5g 

10g 

0.5g 

2g 

4g 

0.05g 

15g 

1000ml 

 

Milieu MSE (Mayeux, Sandine et Elliker, 1962) 

Tryptone 

Gélatine 

Extrait de levure. 

Saccharose 

Glucose 

Citrate de sodium 

Azide de sodium 

Agar-agar. 

Eau distillée 

pH 6.8 

Autoclavage 120°C/20minutes 

20g 

2.5g 

5g 

100g 

5g 

1g 

0.075g 

15g 

1000ml 

 

 



 

 
 

Milieu KMK (Kempler et Mc Kay, 1980) 

Extrait de levure 

Biopolytone 

Glucose 

Agar-agar 

Eau distillée 

pH 6.8 

Autoclavage 121°C/15minutes 

3g 

2.5g 

5g 

 

15g 

1000ml 

 

Milieu MRS BCP 

MRS (milieu liquide) moins l'extrait de viande et sans sucre 

Bleu de bromothymol. 

pH 7 

Autoclavage 120°C/20minutes 

 

 

 

1000ml 

0.025ml 

 

 

Gélose PCA (Plant Count Agar) 

Tryptone 

Extrait autolytique de levure 

Glucose 

Agar bactériologique 

Autoclaver pendant 15 min à 121°C  

pH 7 

 

5g 

2.5g 

1g 

12g 

 

Gélose Chapman 

Extrait de viande                                                            

Extrait de levure                                                          

Tryptone    

NaCl                                                                

Peptone bactériologique      

Eau distillée                                    

Autoclaver pendant 15 min à 121°C  

pH 7 

 

Milieu Mueller-Hinton 

3g 

3g 

5g 

7g 

10g 

1000ml 

Infusion de viande de bœuf     

                      

Peptone de caséine      

               

Amidon de mais  

Agar-agar       

       

Eau distillé 

3000 cm3 

17,5 g  

  

  

  

  

  1,5 g  

17 g  



 

 
 

pH       

        7.4 

  Autoclavage 120°C/ 20 minutes  

1000ml 

 

Milieu BCPL  

Extrait de viande  

Peptone de caséine 

Lactose 

PCB 1%. 

Eau distillée                                    

Autoclaver pendant 15 min à 121°C  

pH 6.7±0.2 

1g 

7g 

5g 

0,03 

1000ml 

 

 

Milieu Roth  

Extrait de viande  

Peptone de caséine. 

Glucose. 

Chlorure de sodium 

Phosphate dipotassique 

Phosphate monopotassique 

Acide de sodium 

Eau distillée                                    

Autoclaver pendant 15 min à 121°C  

PH6.7±0.1 

1,5g 

20g 

0,4g 

4g 

2,7g 

2,7g 

0,2g 

1000ml 

 

 

Milieu Listsky 

Peptone 

Glucose 

Chlorure de sodium 

Phosphate dipotassique  

Phosphate monopotassique 

Eau distillée 

Autoclaver pendant 15 min à 121°C  

pH. 6,8 à 7. 

20g 

5g 

5g 

2,7g 

2,7g 

1000ml 

 

 

 

Milieu viande foie 

Viande digérée dans la peptone tryptique  

Extrait de viande 

Extrait de levure 

Amidon  

Acétate de sodium hydraté 

Glucose 

Chlorhydrate de L - cystine  

10 g 

10 g 

1,5 g 

1 g 

5 g 

1 g 

0,5 g 



 

 
 

Eau distillée 

pH 7 

Autoclavage 120°C/20 min 

1000 ml 

 

Réactifs à additionner : sulfite de sodium ( Na2S203 ), solution à 4 % ( m/m). Dissoudre 4 g de 

sulfite de sodium anhydre dans 100 ml d’eau. Stériliser par filtration. Conserver entre 2 et 5 °C. 

Il est conseillé de préparer une nouvelle solution tous les 14 jours. Citrate de fer ( III ) ( C6H5O7Fe) 

, solution à 7% (m/m). Dissoudre 7 g de citrate de fer (III) dans 100 ml d’eau, stériliser par filtration. 

Conserver entre 2 et 5 °C. Il est conseillé de préparer une nouvelle solution tous les 14 jours. 

 

Eau Physiologique péptonée 

Chlorure de sodium 

Peptone 

Eau distillée 

pH 7 

Autoclavage 120°C/20 min 

 

8.5g 

0.5g 

1000ml 

 

 

Solution de NaOH 0,1N  

Eau distillé 

NaOH  

 

1000ml 

40g 
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Leuconostoc (Ln) sp. belongs to a group of lactic acid bacteria, which has the 
capacity to produce dextran (an exopolysaccharides) in the presence of su- 
crose. dextran is industrially important, it was the first microbial exopolysac- 
charide affirmed for commercial use. This study aimed to optimize the pro- 
duction of the synthesized dextran by Ln strains species isolated from differ- 
ent dairy products. Morphological, cultural, physiological and biochemical 
characteristics were employed to identify 23 isolated strains. We have identi- 
fied the species: Ln. gelidum, Ln. carnosum, Ln. citreum, Ln. fallax, Ln. mesen- 
teroides subsp mesenteroides, Ln. mesenteroides subsp dextranicum, Ln. 
mesenteroides subsp cremoris. 20 strains had the capacity to produce dex- 
tran from sucrose. The precipitation and quantification of EPS on MRSs (Mark 
rogosa et sharpe sucrose) medium revealed a difference between the strains, 
by the total sugars assay method, the amount of EPS varied between 
0.63 ± 0.19 and 2.41 ± 0.17 g / L of strains LnF70 and LnC1 (isolated from 
goat's milk), respectively. The dextran production from MRSs medium was 
better than from liquid MSE. The optimization of production on MRSs medi- 
um with different concentration of glucose, yeast extract and sucrose showed 
that the strains had good production with a concentration of 2% glucose, 
0.3% yeast extract and 10% sucrose. 

 

1. Introduction 

Different species of lactic acid bacteria synthesize 
polysaccharides (EPS), which can be used as a bio- 
ingredient that replaces polysaccharide agents such as 
carrageenans, alginates or gelatin (Periyasamy et al., 
2017; Zhou et al., 2019). A large number of EPS- 
producing Lactic Acid Bacteria (LAB), including the 
species of Weissella, Leuconostoc, Lactobacillus, 

Streptococcus, Lactococcus, Pediococcus and 
Bifidobacterium have been isolated from a variety of 
fermented foods, such as sourdough, yogurt, 
sausages, cheese and sauerkraut (Ibarburu et al., 
2015; Kanamarlapudi et Muddada, 2017; Tang et al., 
2017). 

Microbial EPS are biosynthetic polymers or biopoly- 
mers defined as being "extracellular polymeric sub- 
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stances of biological origin which participate in the 
formation of microbial aggregates" (Periyasamy et al., 
2017; Lynch et al., 2018; Zikmanis et al., 2020). 

Among LAB, the most used in the dairy industry, 
heterofermentative bacteria of the genus Leuco- 
nostoc (Ln), are known to produce lactic acid, ace- tate 
or ethanol and carbon dioxide from lactose. These 
bacteria are considered to be essential bio- 
technological attributes in the formation of open- ings 
in blue cheese such as Roquefort (Kihal et al., 2009; 
Kim et al., 2021). 

Some species of Leuconostoc, in particular Ln. mes- 
enteroides, are used for the production of a biode- 
gradable glucose polymer known as dextran which has 
several targeted industrial applications in the food, 
cosmetic, pharmaceutical and oil drilling in- dustries 
(Sutherland et al., 1996; Hamsan et al., 2019; Salman 
et al., 2021). 

Dextran is produced industrially by the fermenta- tion 
of media rich in sucrose. Several researchers have 
optimized the fermentation conditions for maximum 
dextran production Periyasamy et al. (2017). It has 
been reported previously that the molecular weight 
and yield of dextran production depends on process 
variables such as temperature, sucrose and acceptor 
concentration (Pereira et al., 1998). 

The production of EPS is directly related to growth. On 
other hand, several factors influence the growth and 
production of EPS, in particular average com- position 
(Duboc and Mollet, 2001), presence of ca- sein 
hydrolyzate (Ceming et al., 1986), co-cultures (Ceming 
et al., 1994) and quantity of glucose (Ceming et al., 
1994). 

According to Levander et al. (2002), the biosynthe- sis 
of EPS is linked to the primary metabolism of 
carbohydrates in producing cells. Production should 
take place during active consumption of sugar, since it 
requires a large number of activated nucleotide 
sugars, energy necessary for the con- struction of 
recurrent units, for polymerization and 
transmembrane translocation. 

The amount of the produced EPS can vary consider- 
ably from one strain of lactic acid bacteria to anoth- er. 
The studies of Yuksekdag and Aslim (2008); Sanchez et 
al. (2006) have also shown that the pro- duction of EPS 
by Leuconostoc depends to the car- bon source and its 
concentration in the medium. Glucose has been 
reported as the best carbon source for the EPS 
production by the strains stud- 

ied (Periyasamy al., 2017). A better conditions pro- 
duction of dextran by Leuconostoc strains was no- 
ticed in the presence of 20% of sucrose and 2% of 
glucose and 05% of yeast extract in a temperature of 
30 ° C and an incubation time of 48H (Farwa et al., 
2008). 

In the concept of studying the nutritional condi- tions 
that influence the production of dextran pro- duced 
by Leuconostoc strains isolated from differ- ent dairy 
products, it is necessary to optimize the conditions for 
enhanced production of extran. Therefore, this work 
aimed on the one hand to op- timize dextran 
production, by modifying the con- centration of three 
nutritional sources: glucose (Carbon source), yeast 
extract (nitrogen source) and sucrose (precursor of 
the enzyme dextransu- crase); and on the other hand, 
the comparison of the production of dextran on 
sucrose MRS medium and MSE medium. 

2. Material and Methods 

2.1. Samples collection 

A total of 14 samples of camel's milk, goat's milk, 
cow's milk, sheep's milk, traditional better (Dhan), and 
traditional cheeses (J’ben and Klila), were col- lected 
from three different regions (Hassi Ben Abdallah, 
Elbour, Taibet) in the province of Ouargla located in 
the south-east from Algeria. The sam- ples were 
transported to the laboratory under aseptic 
conditions. 

The production of dextran from sucrose is demon- 
strated on solid MSE medium. Dextran producing 
strains are characterized by the formation of large, 
viscous, sticky colonies. From precultures, we made a 
seeding on the culture medium MSE and incubat- ed 
at 30°C for 24 to 72 h (Sanchez et al, 2006). 

2.2. Phenotypic identification of bacterial strains 

The identification of bacterial strains was carried out 
according to the diagram of the dichotomous 
approach of the species by Leuconostoc sp. pro- posed 
by Carr et al. (2002), and according to classi- fication 
proposed by Bjorkroth et al. (2006). Based on the 
morphological characters, macroscopic tests were 
used to describe the bacterial colonies on solid 
medium; their color, edge, elevation, aspect, 
pigmentation, opacity and diameter were also eval- 
uated. Microscopic examination defined cell mor- 
phological appearance such as shape, pairing mode 
and type isolates of Gram staining. A total of 23 strains 
were isolated from four different animal 
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species milk samples, which were observed as cocci in 
different forms. Gram staining and catalase ac- tivity 
were observed with the selected isolates. The isolates 
were tested for various parameters, name- ly the 
production of CO2 from glucose, hydrolysis of arginine, 
the growth capacity at different tempera- tures (4°C, 
10°C, 37 °C and 42 °C), the ther- moresistance at (63.5 
°C/30 min) (Guiraud, 1998) and, the ability to survive 
in the presence of NaCl (3% and 6.5%) and at pH 4.8, 
6.8 and 9.6. 

The production of dextran was detected on MSE 
medium, through the formation of slimy colonies. The 
hydrolysis of esculin was tested on 0.5% escu- lin agar 
medium. The use of citrate, in the presence of glucose, 
was studied on KMK medium. 

The sugar fermentation test was carried out on MRS-
BCP broth (BCP 0.17 g /l) without meat ex- tract. 
Carbon source has been added in the middle sterile at 
a final concentration of 3%. The sugars tested were: 
arabinose, glucose, galactose, lactose, fructose, 
sucrose, manitol, maltose, xylose, man- nose and 
esculin (Bjorkroth and Holzapfel, 2006). The use of 
carbohydrates was evaluated after 24 and 48 h. To 
ensure anaerobic conditions, two drops of sterile 
paraffin oil were added in each tube after inoculation 
(Badis et al., 2005). 

2.3. Screening of EPS-producing strains 

The production of dextran from sucrose is demon- 

strated on solid MSE medium. Dextran producing 
strains are characterized by the formation of large, 
viscous, sticky colonies. From precultures, we made a 
seeding on the culture medium MSE and incubat- ed 
at 30°C for 24 to 72 h (Sanchez et al, 2006). 

2.4. Precipitation of dextran 

From the young cultures of the strains which showed 
good growth and production of EPS, 100 μl were 
inoculated in tubes containing 10 ml of MRSs medium, 
then incubated the tubes at 30 °C for 48 
h. After removing the cells by centrifugation at 4000 
rpm for 20 min, the EPS present in the super- natant 
were precipitated in three volumes of cold ethanol 
95% (v/v) and incubating the samples at 4 ° C 
overnight. A second centrifugation was carried out at 
12000 rpm/10 min at cold 4 °C, rinsed twice with 
acetone and centrifuged again at 12000 revs/10 min 
at cold 4 °C. EPS then dried in the open air, at the end 
weighed the quantity of dextran pro- duced. (Du et al., 
2018; Salman et al., 2021). 

EPS sediment resuspended in sterile distilled water 
and heated for 10 min at 30ºC to facilitate solubili- 
zation. The total sugar content was determined by the 
phenol-sulfuric method, 1 ml of solutions EPS, 1 ml of 
6% phenol and 2.5 ml of concentrated sulfuric acid 
(H2SO4) were added sequentially in each tube (Nacher-
Vazquez et al., 2015). The tubes were placed in a 
water bath at 100 °C for 15 min then 

 
 

Case Sucrose g/l Glucose g/l Yeast extract g/l  Case  Sucrose g/l Glucose g/l Yeast extract g/l 

1 10 1 3 22  10 10 5 

2 100 1 3 23  10 15 5 

3 10 5 3 24  10 20 5 

4 100 5 3 25  50 10 1 

5 10 3 1 26  50 15 1 

6 100 3 1 27  50 20 1 

7 10 3 5 28  50 10 3 

8 100 3 5 29  50 15 3 

9 50 1 1 30  50 20 3 

10 50 1 3 31  50 10 5 

11 50 1 5 32  50 15 5 

12 50 5 5 33  50 20 5 

13 50 3 3 34  100 10 1 

14 50 3 5 35  100 15 1 

15 50 3 1 36  100 20 1 

16 10 10 1 37  100 10 3 

17 10 15 1 38  100 15 3 

18 10 20 1 39  100 20 3 

19 10 10 3 40  100 10 5 

20 10 15 3 41  100 15 5 

21 10 20 3 42  100 20 5 

Table 1: Different concentrations of the three substrates glucose, yeast extract and sucrose 
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placed in the dark for 15 min. To perform the quan- 
tification, the absorption was measured at 490nm. 

2.5. Optimization of dextran production 

The objective of this study was to obtain nutritional 
conditions favoring a good production of EPS from the 
Leuconostoc strains for which three substrates were 
chosen, glucose (source of carbon and ener- gy), yeast 
extract (source of nitrogen, vitamins and amino acids) 
and sucrose. Also, the comparison 

between two culture media MRSs and MSE was 
carried out. 

Firstly, a comparison was made between the MRSs 
medium and the liquid MSE medium, by perform- ing 
a precipitation of the EPS by following the steps 
mentioned in the part 2.4. 

To better study the effect of glucose, yeast extract and 
sucrose, another quantification of EPS was car- ried 
out on MRS medium with different concentra- 

 

Sample Goat's milk Cow's 
milk 

J’ ben 

Strains LnC1, 
LnC2, 
LnC13, 
LnC15 

LnC10 LnC12, 
LnC18, 
LnC23 

LnC16, 
LnC41 

LC21, 
LnC39 

LnC34 LnC43 LnV67 LnF49, 
LnF69 

LnF65, 
LnF70, 
LnF71 

LnF55, 
LnF63, 
LnF64 

Gram + + + + + + + + + + + 

Catalase - - - - - - - - - - - 

CO2 pro- 
duction 

+ + + + + + + + + + + 

Degrada- 
tion of 

arginine 

- - - - - - - - - - - 

Dextran 
produc- 

tion 

+ + + + - + - + + + + 

Use of 
citrate 

+ + - - + + + + +/- + + 

Esculin 
hydrolysis 

+ +/- - +/- - - +/- + - - - 

NaCl 3% + + + + + + + + + + + 

Nacl 6.5% - - - - - - - - - - - 

T ° 4 °C - + - + + - - - - - - 

T ° 15 °C + + + + + + + + + + + 

T ° 30 °C + + + + + + + + + + + 

T ° 37 °C            

T ° 42 °C - - - - - - - - - - - 

T ° 63 °C / 
30mn 

- - - - - - - - - - - 

pH4 - - - - - - - - - - - 

pH6.5 + + + + + + + + + + + 

pH9.6 - - - - - - - - - - - 

Arabinose + - - - - - + - - + - 

Glucose + + + + + + + + + + + 

Galactose + + + - + - + + - - - 

Lactose + + + + + - + + + + - 

Fructose + + + - + - - + + - - 

Scharose + - + + + + + + + + + 

Manitol - - + - + - + - - - - 

Maltose + + + + + + - + + + + 

Xylose + + + - - - - + - + - 

Mannose + + + - + - + + + + - 

Table 2: Physiological and biochemical tests and fermentation profile of isolated strains from milk and fermented milk prod- 
ucts. 
+: Positive reaction, -: Negative reaction, -/+: variable reaction 
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tions of the three chosen substrates (table 1). For this 
study, we chose the strains that showed good 
production of EPS and the strains showing a low 
production Lnc1, LnC12, LnC15 and LnF70. 

3. Results and Discussion 

3.1. Isolation of Leuconostoc 

The isolation of Leuconostoc carried out on MRSv 
selective medium from different dairy products 
(goat's milk, camel's milk, sheep's milk, cow's milk, 
Dhan, J'ben et klila), allowed us to select 155 strains 
having the appearance of colonies lenticular or 
circular in small size in color whitish. 

After carrying out some phenotypic tests, we no- ticed 
that the 155 isolates belong mainly to two genera 
(Leuconostoc and Lactobacillus) of lactic acid bacteria 
and were known by their resistance to vancomycin. 
Table 2 shows the distribution of iso- lates according 
to the primary product where we notice the total 
absence of Leuconostoc sp. in cam- el milk, Klila and 
sheep's milk. 

The growth of microorganisms in milk can be influ- 
enced by various environmental factors such as pH, 
temperature, amount of free water, nutrient con- 
centration or composition of milk which is affected by 
several factors, such as the age of the animal, stages 
of lactation, diet, race, presence of antimi- crobial 
substances and interactions between micro- 
organisms. This explains the absence of Leuconos- toc 
in certain products and their presence in other. 

3.2. Phenotypic identification of strains 

The study of the macroscopic appearance of the 
strains on MRS medium revealed small, round, white 
and lenticular colonies. The microscopic ap- pearance 
revealed that the cells are Gram positive with an ovoid 
shape associated in pairs or in short, curved chains. All 
strains are catalase negative, able to produce CO2 
from glucose, unable to hydrolyze arginine, therefore 
these strains were considered to be Leuconostoc sp. 

The isolated and purified strains were able to grow at 
15 and 37 °C but not at 42 °C, which confirmed that 
they were mesophilic bacteria. All the strains were 
able to resist a concentration of 3% NaCl. The 
isolateswere able to grow at pH 6.5 and not at pH 

4. The heat resistance was tested at a temperature 
of 63.5 °C/30 min which the strains could not resist. 

Microbiological identification revealed that 4 strains 
(LnC1, LnC2, LnC13 and LnC15) isolated 

from goat's milk and 3 strains (LnF65, LnF70 and LnF71) 
isolated from cheese, belonged to the sub- species Ln. 
mesenteroïdes subsp. mesenteroids while one strain 
(LnC34) isolated from goat's milk, 2 strains (LnF49, 
LnF69) isolated from cheese and a strain LnV67 
isolated from cow's milk belonged to the Ln. 
mesenteroids subsp. dextranicum. These results are 
similar to the work carried out by earlier workers (Carr 
et al., 2002; Bjorkroth et al., 2006; Zaarour et al., 2012). 

3.3. Dextran production 

The production of dextran was verified on MSE me- 
dium in which this kind of bacteria use the medium 
sucrose to synthesize exopolysaccharides (dextran) 
which give the colonies a gelatinous appearance. 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

The production of dextran from the degradation of 
sucrose has been observed in most strains isolated 
from goat's milk, cow's milk and cheese, the results are 
shown in the Table 2 which indicates 20 isolates were 
capable of producing exopolysaccharides with the 
exception of 3 isolates, LnC21, LnC39, LnC43 which 
were unable to produce dextran which al- lowed us to 
classify them into two species which are: Ln. 
mesenteroides subsp cremoris (LnC21, LnC39), and Ln. 
citreum (LnC43). 
 
 

Figure 2: Appearance of dextran produced by Leucounos- toc 
after extraction from MRSs medium. 

Figure1: Morpholo- gy 
of dextran- 
producing colonies by 
strains of Leuco- 
nostoc on MSE me- 
dium. 
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3.4. Precipitation and quantification of the EPS 
produced by the strains isolated on MRSs medium 

After precipitation with ethanol, dextran was ob- 
tained in two forms. One has been obtained in a 
gelatinous form of whitish yellow color. It was ra- ther 
sticky and had great elasticity. The other was obtained 
in powder or amorphous form, not exhib- iting 
viscoelastic property, it was pure white. 

The quantification of EPS by the determination of total 
sugars, using the glucose calibration curve, 

revealed production levels varying between 0.63 ± 
0.19 g/ L and 2.41± 0.17 g/ L of strains LnF70 and LnC1, 
respectively (Figure 3). 

3.5. Optimization of exopolysaccharide production 

After 48 h of incubation at 30 °C, in MRSs and MSE 
broth medium,variations in growth and dextran 
production is shown in the following Figure 4. 

For all the strains, it was noted that the production of 
dextran on MRSs medium wasbetter than on MSE 
medium, with a maximum of 1.6 g / l for the 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3: Production of EPS by Leuconostoc strains on MRSs medium. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4: Comparison between the concentration of dextran produced by the isolates on MRSs and MSE medium. 
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Figure 5: Effect of the different concentrations of the substrates on the concentration of dextran produced by the strain LnC1. 

 
 

 

Figure 6: Effect of the different concentrations of the substrates on the concentration of dextran produced by the strain 
LnC12. 

 
 
 

Figure 7: Effect of the different concentrations of the substrates on the concentration of dextran produced by the strain LnF64. 
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Figure 8: Effect of the different concentrations of the substrates on the concentration of dextran produced by the strain LnF70. 
 

 

LnC1 strain. 

From these results the four strains were chosen to 
complete the optomization study. two strains which 
showed good production, LnC1 and LnC12, and two 
which showed the lowest production LnF65 and 
LnF70. 

The results of the optimization of dextran produc- tion 
from the four strains chosen on MRS medium with 
different concentrations of glucose, yeast ex- tract 
and sucrose is shown in the Fig. 5-8. 

Using various concentrations of sucrose, maximum 
production was observed at a sucrose concentra- tion 
of 10% for all strains and also, a good produc- tion was 
noted at a concentration of 2% glucose and 0.3% yeast 
extract, on the other hand, we no- ticed a low 
production of EPS by minimizing the concentration of 
glucose and sucrose. 

EPS from microorganisms such as LAB have poten- tial 
as food ingredients or as a molecule produced in situ, 
with health functionality and economic ben- efits. The 
production of EPS by producer strains varies greatly 
and depends on the growth phase and culture 
conditions of the bacteria, the compo- sition of the 
medium (carbon and nitrogen source), pH and 
temperature. In this work we studied the production 
of dextran from 20 strains of Ln isolated from goat 
milk, cow's milk and traditional cheese. 

3.6. Effect of Glucose 

The effect of carbohydrate concentration was veri- 
fied using different glucose concentrations in MRSs 
medium, namely 1g, 3g, 5g, 10g, 15g and 20g/l. the 
production of EPS was obtained at 5g/l of glucose 

with an average level of production resulting in sticky 
colonies of average shape. Our results agree with 
those obtained by Hennane and Kari, (2013) who 
showed that the greatest quantity of EPS syn- thesized 
was of the order of 959 mg / l obtained at the highest 
concentration of Glucose (20%), and by Benasla 
(2012) a maximum production of EPS (157.5 mg/l) is 
always obtained with the increasing concentration of 
glue (40%) which stimulates the good production of 
EPS. 

The production of dextran with the medium con- 
taining 20 g of glucose concentration was better than 
other concentration of glucose, that is to say the 
optimal concentration of glucose in MRSs medi- um 
for a maximum production of dextran is the order of 
20g under the conditions of the study, namely MRSs 
medium, temperature of 30°C, dura- tion of 48 hours 
and an uncontrolled pH (initial pH of 6.5). 

We have identified EPS-producing strains (or even 
very strongly) and non-producing strains without this 
character causing growth disparities. 

3.7. Effect of yeast extract 

Components of complex media, such as peptone or 
beef or yeast extract, allow good growth of LAB and 
often even good production of EPS. 

The effect of the nitrogen and vitamin source has been 
investigated by the use of different concen- tration of 
yeast extract in MSE medium, namely 1g, 3g and 5g 
and as nitrogen is only required for growth of the 
organism, 0.3% yeast extract was found to be 
adequate for the production of EPS in most strains 
with varying production levels were 
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detected by different forms, except strain LnF65 
which produces only in a concentration of 5g with a 
low production level. 

The reports of Welman and Maddox, (2003) have also 
shown that most species of Leuconostoc are 
auxotrophic, as they are unable to produce amino 
acids and vitamins. This is why the different culture 
media have been used to study the qualitative and 
quantitative production of dextran and to deter- mine 
the influence of nutrients on the growth of producing 
strains and on the biosynthesis and ge- netics of 
dextrans. 

Zarour et al. (2013) concluded that the growth of 
Leuconostoc is influenced by the addition of yeast 
extract whose development is stimulated by the 
addition of this growth factor, because the main 
property sought in lactic acid bacteria, used as 
sourdoughs in the food industry, is their ability to 
acidify milk and develop on a regular basis. In milk, 
they must find a number of nutrients necessary for 
their growth and in particular, amino acids and vit- 
amins which can be provided by yeast extract. these 
results are consistent with the work reported by Kihal 
et al. (2006). 

3.8. Effect of Sucrose 

Dextran is a well-known glucan produced by the 
Leuconostoc strains. It is only produced when cul- 
tured in a medium containing sucrose, since su- crose 
is the only precursor of the enzyme. 

To study the effect of sucrose on the production of 
EPS, a volume of 100 μl of the strains of Leuco- nostoc 
is inoculated with a different concentration of sucrose 
(1%, 5% and 10%). the good production of dextran 
was obtained at 10% of seeded sucrose. 

According to De Belder (1990), the initial sucrose 
concentration is one of the main factors influencing 
dextran-sucrase secretion and dextran biosynthe- sis. 

Our results are consistent with those obtained by 
Periyasamy et al. (2017), they find that the maxi- mum 
enzymatic activity was observed at a sucrose 
concentration of 20%, and the medium appeared very 
viscous, showing the maximum production of dextran. 
And Farwa et al. (2008), who show that Ln. 
mesenteroides CMG713 produced the maximum 
dextran after 20 hours of incubation at 30 ° C at a 
concentration of 15% sucrose. Farinazzo et al. (2021), 
found a better production of dextran by Ln 
pseudeumesenteroides is in the presence of 180g / l 

of sucrose and pH 7.3 at a temperature of 20 ° C. 

Farwa et al. (2008) in their work noticed that when the 
concentration of sucrose was more than 20% (25%) 
there was a decrease in the percentage of conversion 
of sucrose to dextran, which ultimately affected the 
yield. They studied the effects of su- crose 
concentration, pH and temperature on dex- tran yield 
by a mutant strain of Ln. mesenteroides B512 FMCM. 
Increasing the concentration of su- crose (0.5 to 5.0%) 
resulted in an increase in the yield of dextran. 

4. Conclusion 

Using MRS medium supplemented with vancomy- cin, 
Leuconostoc strains were isolated from goat milk, cow 
milk and traditional cheese. The microbi- ological and 
biochemical characteristics of the iso- lates made it 
possible to identify: Ln. gelidum. Ln. carnosum Ln. 
citreum. Ln. fallax. Ln. mesenteroides subsp 
mesenteroides. Ln. mesenteroides subsp dex- 
tranicum. Ln. mesenteroides subsp cremoris. 

The production of dextran studied on MSE medium 
revealed that 20 isolates have the capacity to pro- 
duce this exopolysacharide. The quantification of 
dextran on MRS medium showed a difference be- 
tween the strains, this quantity was better than that 
produced by the strains on MSE liquid medi- um. The 
optimization of dextran production by changing the 
concentration of three different sub- strates (glucose, 
yeast extract and sucrose) has shown that four 
selected strains have good produc- tion in the 
presence of 2% glucose and 0.3% extract of yeast and 
10% of sucrose. 
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