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Détection de bactéries lactiques produisant
du 3-hydroxypropionaldéhyde (précurseur d’acroléine)
a partir du glycérol par tests moléculaires
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Abstract — Detection of lactic acid bacteria producing 3-hydroxypropionaldehyde (acrolein
precursor) from glycerol by molecular testsGlycerol, one of the major product of yeasts metabolism
during cider and wine alcoholic fermentation is important for sensorial quality of fermented bever-
ages. Some lactic acid bacteria convert glycerol to 3-hydroxypropionaldehyde by glycerol dehy-
dratase. This reaction originates acrolein which produces bitter compounds by combination with
tannins. Thirty nine strains of lactic acid bacteria were isolated from spoiled ciders where glycerol was
totally degraded_actobacillus collinoidesvas the dominant isolated speciesctobacillus hilgar-

dii andLactobacillus yamanashiensis (lthali) were also identified. Glycerol dehydratase activity

was shown. Two oligonucleotide primers (GD1 and GD2) were chosen in the most conserved encod-
ing region of one of the glycerol dehydratase subur@ibbacter freundij Klebsiella pneumonige
Klebsiella oxytocaSalmonella typhimuriunand Clostridium pasteurianumrhe primers led to a

279 bp amplicon (GD) in PCR amplification with the genomic DNAfcollinoidesIOEB 9527

as template. The amino acid sequence deduced from the amplicon nucleotide sequence showed a
very high similarity with the glycerol dehydratase genes of Gram negativ€lapésteurianum
species. PCR using GD1 and GD2 primers, only revddiedollinoidesstrains and.b. hilgardii

strains, which degrade glycerol. The amplified fragment was used as DNA probe in dot-blot hybridiza-
tion with the genomic DNA of all the isolated strains from ciders. Only glycerol-degrading strains
hybridized. The same probe allowed to isolate glycerol-degrading lactic acid bacteria strains from wine
by colony hybridization. Moreover with GD1 and GD2 a 279 bp fragment was also amplified from

genomic DNA of those wine strains. Some widoehilgardii strains others could not be identified
yet.

lactic acid bacteria / glycerol / acrolein
Résumé— Certaines bactéries lactiques peuvent transformer le glycérol en 3-hydroxypropionaldé-

hyde grace a I'activité glycérol déshydratase. Cette réaction est a 'origine de I'acroléine qui donne
des composés a golt amer par combinaison avec les tanins. Trente neuf souches de bactéries lactiques
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ont été isolées de cidres altérés dont le glycérol avait été totalement dégcaatgacillus collinoides
représentait I'espece majoritaire. Deux amorces oligonucléotidiques (GD1 et GD2) ont été choisies
dans les zones les plus conservées de la région codante de I'une des sous-unités de la glycérol déshy-
dratase d€itrobacter freundij Klebsiella pneumonigelebsiella oxytocaSalmonella typhimu-

rium et Clostridium pasteurianumCes 2 amorces permettent I'amplification par PCR d'un frag-

ment de 279 pb uniquement chez les souches qui dégradent le glycérol. La séquence d’acides aminés,
déduite de la séquence d’ADN de I'amplifiat, présente de fortes homologies avec celles codant une
partie de la sous-unitéde la glycérol déshydratase des espéces a Gram né@dtisetdium pas-
teurianum Seuls les ADN des souches isolées de cidres qui dégradent le glycérol hybrident avec le
fragment amplifié utilisé comme sonde (GD). L'utilisation de cette sonde en hybridation sur colonies

a permis d'isoler du vin des souches de bactéries lactiques qui dégradent le glycérol.

bactérie lactique / glycérol / acroléine

1. INTRODUCTION cultivées en présence de glycérol et de fruc-
tose ou glucose, et en présence de fructose

Le glycérol et I'éthanol sont les produitsseul. Ces bactéries transforment le glycérol
majoritaires du métabolisme des levureen 3-HPA, lui-méme est réduit en 1,3-pro-
pendant la fermentation alcoolique deganediol par la 1,3-propanediol déshydro-
cidres et des vins. Le glycérol joue un rélegénase grace a I'oxydation de NADH,H
important au niveau des qualités sensorielles i 3 i .
des boissons fermentées. Dés 1866, Pasteurl-@ glycérol déshydratase a également été
[14] décrit I'altération d’un vin appelée décrite chez des microorganismes a Gram
« amertume ». Plus tard Rentschler et Tann&€gatif et Gram positif tels qudebsiella
[15] démontrent la combinaison des taningneumoniagCitrobacter freundij Citro-
avec I'acroléine issue du métabolisme dipacter intermediunj24], Enterobacter
glycérol conduisant a la formation de com-29glomerang3], Salmonella typhimurium
posés a golt amer. L'acroléine décritd4], Clostridium pasteurianuret Clostri-
comme composant d'altération des vinglium butyricun10]. La glycerol deshy-
n'est pas directement produite & partir délratase est 'une des 4 enzymes du régulon
glycérol mais provient du 3-hydroxypro- appelédha Le métabolisme du glycerol est
pionaldéhyde (3-HPA) spontanément et surcomposé d’une voie oxydative, avec la gly-
tout par chauffage [20]. Ceci implique quecérol déshydrogénasdh@aD) et la dihy-
le 3-HPA qui n’est pas réduit en 1,3-propadroxyacétone kinaselak) qui transforme
nediol se transforme en acroléine pendari glycérol en dihydroxyacétone phosphate
la distillation nécessaire a la déterminatiorprécurseur de la voie de la glycolyse, et une
analytique, et explique la présence d’acrovoie de réduction avec la glycérol deshy-
léine dans les spiritueux produits a partir delratasedhaB) et la 1,3-propanediol déshy-
vin ou de cidre. L'enzyme responsable delrogénasedhaT) qui forme le 1,3-propa-
la formation de 3-HPA est la glycérol déshy-nediol. La totalité du réegulodhaa éte
dratase coenzyme B12-dépendante, décritdonée et exprimée ché&z coli sous forme
chezLactobacillus208-A [19], ched.ac- d’une banque d’ADN d€it. freundii [5].
tobacillus brevistLactobacillus buchneri La glycérol déshydratase @it. freundii,
[16]. Ces souches ont été respectivemerionée par Seyfried et al. [17], correspond a
isolées de vin altéré et de la panification3 sous-unités protéiques 3 ety codées
PourLb. brevis I'activité glycérol déshy- par 3 génedhaB dhaCetdhaEsuivis par
dratase est décelée quand les cellules sdidrfZ, qui n’est pas nécessaire a I'activité
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enzymatique. Cette organisation est égalesaséine, 5 g ; extrait de levure, 4 g ; R,
ment trouvée che€l. pasteurianunf13], 0,55 g ; MgSQ. 7H,0, 0,125 g ; KCl,
mais le reste de I'organisation génétique dé,425 g MnSQO,.H20, 3mg ; CaGl2H,0,

la voie de réduction n’est pas identique [6]0,125 g ; fructose, 1 g ; glycérol, 5 g ; ajusté
ChezKI. pneumoniades genesihaBet a pH 4,8. Les souches ont été conservées
dhaTsont également organisés en opérong —80 °C en MRS additionné de glycérol
leur expression chez de nombreux procaEB0 % v/v). Le caractere homofermentaire et
ryotes permet de produire de facon indushétérofermentaire des souches isolées a été
trielle du 1,3-propanediol sous forme mono-£€tudié dans un milieu ne contenant que du
mérique pour la synthése de polyesters [18flucose comme source de carbone. L'étha-

La glycérol déshydratase Hactobacil- N0l etl'acide DL-lactique ont été doseés par
lus reuteris’agence sous forme d'un tétra-Méthode enzymatique (Boehringer, Mann-
mére de 52 kgnol1[22], alors qu'il s’agit heim, Allemagne). Le reste de | |dent|f|ga-
d’un complexen2B2y2 d’approximative- tion met en ceuvre des sondes d’ADN geéno-
ment 60,5¢), 20 @) et 16 () kgmottpour Mique dont la spécificite a été etab[le en
Penzyme deCl. pasteurianunet Cit. freun- ~ Utilisant le protocole suivant. L’ADN géno-
dii [6]. migue de toutes les bactéries lactiques a été

Le but d stude était disol isolé par la méthode de Gasson et Davies
e but de cette etude etait d'isoler ungg 4 ifige par Lonvaud-Funel et al. [11].
sonde d’ADN spécifique qui permette dej o ApN génomiques des souches de réfé-

detecter des souches indésirables possédanf, a4 b collinoidesATCC 27612 Lac-
le géne de la glycerol déshydratase. Le gengpa qjjjys hilgardii ATCC 8290 et_acto-

ou une portion de ce géne, CorreSpondamt?acillus yamanashiens&TCC 27304 ont

Pune des sous-unités de cette enzymes s marqués [12] et utilisés comme sondes.
paraissait un tres bon outil de détection dejyangification des souches isolées a été
souches de bactéries lactiques qui tranSfOFéalisée par la méthode d’hybridation en

ment le glycérol en 3-HPA. taches, 50 ng d’ADN génomique total ont
été déposés sur membrane de nylon chargé
positivement (Hybond N+, Amersham, Les
Ulis, France). Les dépdts ont été fixés avec
une solution de NaOH 0,4 mbt? pendant

20 min a température ambiante puis lavés
avec une solution de’6SSC avant d’étre
placés en hybridation a 65 °C. Parmi la col-
lection isolée des cidres, les souches appar-
iennent aux espécelsh. collinoides

2. CAPACITE DE SOUCHES
DE BACTERIES LACTIQUES
DES CIDRES A DEGRADER
LE GLYCEROL

2.1. Isolement et identification

Trente neuf souches ont été isolées d 1 "
cidres fournis par '’ADRIA-Normandie dont ° souchesb.b. hll_gardu (3 souches), et
la concentration en glycérol était faible outP- Yamanashiensig.b. mali) (1 souche).
nulle. L’acroléine était également détectée.
Elles ont été cultivées et isolées sur milieu
MRS [7]. Du cidre lyophilisé était ajouté au
milieu MRS pour les souches isolées par
'ADRIA-Normandie. La capacité des trente  Les souches isolées des cidres altérés ont
neuf souches et de la soudtextobacillus été testées pour leur capacité a dégrader le
collinoidesATCC 27612 a dégrader le gly- glycérol en conditions d’anaérobiose dans le
cérol a été testée dans le milieu MFG emilieu MFG. Le 3-HPA, détecté sous forme
conditions d’anaérobiose (flacons pleinsd’acroléine apres distillation, a été dosé par
hermétiquement bouchés). Ce milieu conteehromatographie en phase gazeuse (CPG)
nait pour 1 L d’eau distillée : hydrolysat deavec un détecteur a ionisation de flamme.

2.2. Métabolisme du glycérol
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Le 4-methyl pentan-2-ol a été utilisé commedoutes ces souches une activité glycérol
étalon interne. Le 1,3-propanediol a été dos#éshydratase est mise en évidence. La pro-
par CPG avec un détecteur a ionisation déuction d’acroléine et de 1,3-propanediol a
flamme en mode sélection des ions. Les ionsté vérifiée pour plusieurs souches de
caractéristiqgues M/Z = 31, 42, 58 ont étd’espécelLb. collinoides Pour ces 2 com-
utilisés pour la quantification du 1,3-propa-posés, les rendements obtenus sont respec-
nediol et les ions M/Z = 31, 42, 71 pour letivement de 2,5 mmahot=1et 0,8 moimol?
butanediol 1,4 utilisé comme étalon internede glycérol consommé (Tab. I).

Le 1,3-propanediol et I'acide 3-hydroxy-

propionique ont été dosés, apres sillylation,

en CPG avec un détecteur a ionisation de 3. FABRICATION DE LA SONDE
flamme le pentaérithritol était I'étalon « GLYCEROL DESHYDRATASE »
interne. Pour mettre en évidence l'activité
gzlécerol,?fasr;y?iratafse, Blmethfge au MBTI_' Les séquences protéiques de la sous-unité
5] 1epratuce, el o e 1 fomuron Dot e gycra sy
MBpTH f y | 9 détects atase deit. freundii, KI. pneumoniag
g e%(:?cr) ?]:)Tglfn%?r.conjp?)elxg’ € eE ®KI. oxytoca Sl. typhimuriumet Cl. pasteu-

P photometrie a M. L€Sjanumont été alignées pour rechercher des
mesures ont été réalisées sur cillules P€fomaines conservés. Un couple d’amorces,
méabilisées avec du toluéne a 2 % (v/v). GD1 et GD2, a permis par PCR I'amplifi-

Parmi les 39 souches isolées de cidresation d'un fragment de 279 pb (GD) a par-
altérés, 3.b. collinoides 1 Lb. hilgardii et tir de 'ADN génomique dé&b. collinoides
la souchd_b. yamanashiensid_b. mali) ne  IOEB 9527 utilisé comme matrice. L’ampli-
dégradent pas le glycérol pendant la culturéat a été purifié par électroélution [9] et
tout comme la souchéb. collinoidesATCC  séquencé par la méthode de Sanger (Géno-
27612 ; en outre pour ces souches aucummle, Evry, France). L'analyse de la
activité enzymatique n’est détectée. Leséquence ainsi obtenue montre de trés fortes
32 autres souches isolées [ROcollinoides homologies, tant au niveau nucléique que
et 2Lb. hilgardii) dégradent le glycérol en protéique, avec les glycérol déshydratases
quantité variable de 39 % a 100 %. Dansontenues dans les banques de données. La

Tableau I. Rendements des produits, formés lors de la dégradation du glycérol par la voie d’oxydation

et de réduction, pour différentes espéces de bactéries lactiques isolées de cidres ou de vins. Les
résultats sont exprimés en moles de produits formés par moles de glycérol consommeées. Les concen-
trations pour [lactate + éthanol + acétate] ont été calculées aprés déduction des quantités formées a
partir du fructose.

Table I. Yield of product, from oxydative and reductive pathway of glycerol degradation, for different
species of lactic acid bacteria isolated from ciders or wines. Results are expressed as mole of prod-
uct for one mole of glycerol degraded. The amounts for [lactate + ethanol + acetate] were calcu-
lated by substracting fructose part.

Espéces (origines) Acroléine  1,3-propanediol Acide 3-hydroxy- [Lactate + éthanol
mmolmol? propionique + acétate]
mol-mol-?
Lb. collinoides(cidre) 25+t15 0,8£0,1 0 0
Lb. hilgardii (vin) 0,65+ 0,35 0,63t 0,05 0,065t 0,035 0,26 0,05

Inconnue (vin) 21 0,47+ 0,07 0,49 0,03 0




Dégradation du glycérol par des bactéries lactiques 177

séquence nucléique est identique a plus dmas pour les souches négatives (Fig. 1). En
60 %. Pour la séquence protéique 70 % desutre, tous les fragments amplifiés pouvaient
acides aminés sont identiques et 83 % orftybrider avec la sonde GD en Southern blot.
une fonction identique ou similaire a ceux

des séquences des autres espéeces (résultats

soumis pour publication). 5. UTILISATION DE LA SONDE

Cet amplifiat marqué constituera la sonde GD ET DES AMORCES GD1
spécifique pour la détection du gene de la ET GD2 POUR L'CENOLOGIE
glycérol déshydratase.

La biomasse de 2 échantillons de vins,
3 | ou la présence d’acroléine avait été détectée,
4. DETECTION DES BACTERIES 3 été transférée dans le milieu MFG et incu-
LACTIQUES DU CIDRE PAR bée 10 j en conditions d’anaérobiose. Durant
HYBRIDATION ET PAR PCR la culture tout le glycérol avait été dégradé.
Des hoites d'isolement ont été réalisées par
L'amplifiat de 279 pb (GD) obtenu chez étalement des échantillons de culture sur
Lb. collinoideslOEB 9527 a été marqué et milieu MRS gélosé. Les colonies transfeé-
utilisé comme sonde dans des hybridationeées sur membranes de nylon (Hybond N+,
en taches sur les ADN génomiques deAmersham, Les Ulis, France) ont été trai-
39 souches isolées de cidres et la souchiées sur la membrane puis hybridées avec
Lb. collinoidesATCC 27612. Les hybrida- le fragment GD marqué a la digoxygénine
tions avec la sonde GD révélaient unique¢Boehringer, Mannheim, Allemagne). Parmi
ment les souches qui dégradent le glycéroles colonies présentes, 20 clones révélés par
celles qui ne le dégradaient pas, n’hybricette sonde ont été isolés. Chacun d’eux a été
daient pas. Par ailleurs des réactions de PQRmis en culture pour distinguer les souches
ont également été réalisées sur les ADN desprésentées. Les profils de restrictiot|
ces mémes souches avec les amorces GD1det 'ADN génomique de ces clones ont été
GD2. Le fragment GD était amplifié seule-analysés par électrophorése en champ pulsé
ment pour les souches positives et ne I'étaitemps de pulse 1 a 25 s, 20 h, angle 120°,

M1 234567 8 9101112131415161718M1

279 ph— SR

Figure 1. Réactions de PCR avec les amorces GD1 et GD2 sur I’ADN génomique des souches iso-
Iées de cidres qui dégradent (+) et qui ne dégradent pas (-) le glycérol. Lignes M, 100 bp ladder
(1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 pb). Lignebihiyardii (+). Ligne 3,

Lb. collinoidesATCC 27612 (-). Lignes 4, 6, 7, 9, 10, 11, 13, 14, collinoides(+). Ligne 5,

Lb. hilgardii (-). Lignes 8, 12, 15, 16, 1Izb. collinoides(-). Ligne 18Lb. mali (-).

Figure 1. PCR reactions with GD1 and GD2 primers on genomic DNA of glycerol-degrading (+) and
glycerol-undegrading (-) strains isolated from ciders. Lanes M, 100 bp ladder (1500, 1000, 900,
800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp). Lanes . dilgardii (+). Lane 3,Lb. collinoides

ATCC 27612 (-). Lanes 4, 6, 7, 9, 10, 11, 13,114,collinoides(+). Lane 5,Lb. hilgardii (-).

Lanes 8, 12, 15,16,1[b. collinoides(-). Lane 18].b. mali (-).
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M1 253 4R 6 V-cnm1). Ces 20 clones appartiennent en
fait a 5 souches différentes par leur carte
génomique (Fig. 2). Elles ont été identifiées
par la technigue d’hybridation en taches
et/ou par séquencage de I'ADNr 16S.
L’ADN génomique de référendeb. hil-
gardii ATCC 8290 et la sonde spécifique
« 1.REP » de I'espedsb. hilgardii [21] ont

été utilisés comme sondes pour rechercher
cette espéce. Pour les autres, l'identifica-
tion a été tentée avec les sondes d’ADN
génomique spécifiques de tous les lactoba-
cilles contenus dans la collection IOEB.
Parmi les 5 souches isolées des vins,
3 appartiennent a I'espéetd. hilgardii.
Pour les autres souches (4 et 5, Fig. 2),
I'espéce reste a déterminer.

Figure 2. Profil en électrophorése en champ

pulsé apres restriction piiot| de 'ADN géno- Sur ces 5 souches qui dégradent le gly-
mique des 5 souches isolées de vins. Ligne Mgérol et révélées par hybridation sur colo-
MidRange Il PFG Markers (Biolabs). Lignes 1pjes avec la sonde GD mise au point chez
a 3,L.b..'h|Igard||. Lignes 4, 5, lactobacilles non Lb. collinoidesIOEB 9527, les amorces
identfiés. GD1 et GD2 ont été utilisées dans des réac-

Figure 2. Pulse field gel electrophoresisibt | : :
restricted genomic DNA of the 5 strains isoIateJ |0?s de ::’fCR Un flragr:;\ent ur;]lqutled(iehglm pb
from wines. Lane M, MidRange Il PFG Markers est amplifie pour [es 5 souches Il

(Biolabs). Lanes 1 to &b. hilgardii. Lanes 4, 5, gardii et 2 fragments, dont un a 279 pb, pour
unidentified Lactobacillus species. les souches d'espece inconnue (Fig. 3). Les

M 1 2 3 4

‘h

M

279 pb

Figure 3. Réactions de PCR avec les amorces GD1 et GD2 sur 'ADN génomique des souches iso-
Iées de vins qui dégradent le glycérol. Lignes M, 100 bp ladder (1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100 pb). Lignes 1 4 B, hilgardii. Lignes 4, 5, Lactobacilles non identifiés.

Figure 3. PCR reactions with GD1 and GD2 primers on genomic DNA of glycerol-degrading strains
isolated from wines. Lanes M, 100 bp ladder (1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200,
100 bp). Lanes 1 to 8p. hilgardii. Lanes 4, 5, unidentified Lactobacillus species.
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amplifiats & 279 pb des 5 souches hybridengroduite en trés faible quantité. Ceci sup-
avec la sonde GD en Southern blot, 'amplipose une forte activité 1,3-propanediol
fiat plus long des souches 4 et 5 n’hybrideléshydrogénase et la présence de NADH,H
pas. en concentration non limitante ; de cette

En culture, ces 5 souches isolées de vif&on les souches positives €liminent le
altérés, utilisent totalement le glycérol. La3-HPA par réduction en alcool correspon-

formation d’acroléine, de 1,3-propanedioldant. Ce processus de transformation est
et d’acide 3-hydroxypropionique a été véri-nécessaire a la croissance et a la survie des

fice. Les souches deb. hilgardii produi- bactéries car le 3-HPA est un puissant inhi-

sent beaucoup moins d’acroléine qu(_{L:)iteur de croissance_[Z]_et la réoxydation _du
Lb. collinoideset les 2 souches d’especetoenzyme est,aus_s'l |nd|spepsable. Certame:s
inconnue. Ces derniéres peuvent produiré®S souches étudiees ne dégradent le glyce-
autant de 1,3-propanediol que d’acidd®! qu'a 39 %. On suppose dans ce cas que
3-hydroxypropionique. Par ailleurs, la « voie! 2ctivité glycérol déshydratase peut étre
d’oxydation » utilisant la glycérol déshy- |€tape limitante, comme ceci a éte montré
drogénase fonctionne chéb. hilgardii ;  PourCl. butyricum[1]. La disponibilit¢ du

26 % du glycérol sont en moyenne transSoeNZyme réduit pourrait aussi étre en cause.
formés en (iactate + éthanol + acétate). Podi!!e dépend de la balance redox de la cellule,
les 3 espéces de bactéries lactiques cong/ONC de I'ensemble de son métabolisme et
dérées, celles isolées des cidres et celles isgeS conditions de milieu. Par ailleurs I'acro-
lées des vins, la proportion de 1,3-propand€in€ et le 1,3-propanediol ne sont pas tou-
diol formée par molécule de glycérollours produits dans les mémes proportions.

consommée varie de facon importantéJ”e m‘ole de glycérol est transf(_)rmée de
(Tab. 1). 40 % a 90 % en 1,3-propanediol selon

I'espéce considérée. La production d’acide
3-hydroxypropionique par oxydation de
6. DISCUSSION 3-hydroxypropionaldéhyde ainsi que I'exis-
tence de la voie de la glycérol déshydrogé-
Dans les cidres altérés étudiés, I'espécpase chez certaines espéces peuvent expli-
dominante de bactéries lactiques étaiguer ces résultats. L’hypothése de I'existence
Lb. collinoideset une forte proportion des du régulondhacomplet, codant pour les
souches isolées dégradaient le glycérol el voies metaboliques (voie oxydative et voie
anaérobiose par la voie de la glycérol déshy-€ductrice) du glycérol est tout a fait plau-
dratase. Cependaii. hilgardii est égale- sible et doit étre étudiee.
ment impliqué dans l'altération et notam- . , . .
ment dans les vins. Par ailleurs, cette étutie De ce régulon, ou d'une partie de ce régu-
nous a conduit a isoler des vins une espacg@’: UNe région du génthaB a ete sequen-

. . . S lification. Le pourcentage
de lactobacille productrice de 3-HPA jus-SS€ @Pres amp
quiici jamais identifiée. d’identité entre ce fragment GD tb. col-

linoideset les autres séquences correspon-
La capacité a degrader le glycérol nejantes chez les autres micro-organismes est
semble donc pas caractériser une espeages élevé comparé aux distances phylogé-
Ainsi au sein d'une espece, notamment poutiétiques entre bactéries & Gram positif et
Lb. collinoides existent des souches posi-Gram négatif. Il en est de méme des homo-
tives et négatives pour ce caractere. Efpgies des séquences d’acides aminés
condition d’anaérobiose, le glycérol estdéduites qui atteignent 83 %. La région de la
essentiellement transformé en 1,3-propaneylycérol déshydratase séquencée pour
diol par la glycérol déshydratase et lalLb. collinoidesapparait trés conservée tout
1,3-propanediol déshydrogénase. L'acrocomme pour les autres espéces, expliquant
Iéine provenant du 3-HPA intermédiaire esta fiabilité de la sonde et des amorces
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utilisées pour la détection. Les souches dig]
Lb. collinoidesnégatives n’amplifient pas

le fragment GD et leurs ADN n’hybrident
pas avec la sonde GD. Ces résultats sugge-
rent gu’elles ne possédent pas le géne de[l
glycérol déshydratase. Ce géne pourrait
avoir été transféré seulement a quelques
souches deb. collinoidesou bien seule une
partie de la population I'aurait conservée.
De méme les souches e hilgardii posi-  [3]
tives ainsi que d’autres d’'une espéce non
identifiée amplifient le méme fragment et
hybrident avec la sonde GD.

Finalement les amorces GD1 et GD2 peri6]
mettent 'amplification d’'un fragment spé-
cifiqgue chez différentes espéces, corres-
pondant a 279 pb de la séquence des génes
des glycérol déshydratases. Par conséque[é)t],
ces amorces sont de bons outils pour détec-
ter la présence du géne de la glycérol déshy-
dratase chez les bactéries lactiques commng
Lb. collinoidesou Lb. hilgardii présent dans
les boissons fermentées et d’autres aliments.
Elles peuvent étre utilisées pour I'amplifi- [9]
cation directe sur cellules. La sonde GD est
également fiable, elle peut étre utilisée en
hybridation sur colonies afin d’évaluer aul®
sein d’une population la proportion de bac-
téries indésirables pendant la fabrication du
cidre, du vin ou d’autres boissons fermen-
tées. [11]
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