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Résumé
Les principaux caracteres biochimiques des  Leuconostocs, bactéries  lactiques
hétérofermentaires sont examinés. Aprés un rappel des différentes classifications  taxo-
nomiques  successives, I'é¢tude  bibliographique de I'écologie des Leuconostocs est faite
en tenant compte plus particuliérement des produits laitiers, du matériel et de la
vaisselle laitiere.
Parmi les caracteres  biochimiques, les plus importants sont : la fermentation des

sucres, la fermentation du citrate, la production de dextrane et la production de
substances  inhibitrices.

Dans wune troisitme  partie, il est trait¢é de [I'utilisation réelle et potentielle des
Leuconostocs  comme levains d'arome, pour améliorer la structure des fromages et pour
¢liminer certains défauts de gout.

Aux connaissances  relevées dans la littérature, ont été ajoutés des résultats person-
nels obtenus sur 210 souches de Leuconostocs isolés  principalement de fromages
traditionnels ~ fabriqués a partir de lait cru.

Mots clés: Leuconostocs . Taxonomie - Ecologie - Métabolisme - Produits laitiers -
Fromages - Aromes - Affinage.

Summary

The Leuconostocs. Characteristics - Their role in dairy technology

The main biochemical characteristics of the heterofermentative lactic acid bacteria,
Leuconostocs are reviewed. The principal successive taxonomical classifications are
discussed and the ecology of these microorganisms is cited mainly according to the
dairy environ ment (dairy products, dairy machinery and so on..).

The more important biochemical characteristics in Leuconostocs  species are sugar
fermentation, citrate  dissimilation,  dextran formation and inhibitory substances produc-
tion.

The real and potential uses of Leuconostocs as aroma starters, to improve cheese
structure  or to eliminate sorne flavour defects are discussed.
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In addition to the bibliographie review, personal data eoncerning 210 strains of
Leuconostoes isolated from traditional raw-milk eheeses are given.

Key-Words: Leueonostoes, Taxonorny, Ecology, Metabolism, Dairy products, Cheese,
Flavour, Ripening.

Introduction

Les Leueonostocs sont loin de faire l'unanimit¢ dans le monde de Ia
technologie  laitiere ; si certains utilisateurs les emploient comme levain pour
améliorer la qualit¢ de leurs produits (beurre, pates fraiches, fromages a pate
persillée), d'autres les redoutent pour les accidents de fabrication dont on les
rend, a tort ou a raison, responsables.

Du point de vue taxonomique, leur classification n'a guére ¢été satisfaisante
jusqu'a ces derniéres années et les critéres de différenciation  entre les especes
et sous-espéces ne sont pas toujours aisés a mettre en oceuvre. Les Leuconos-
tocs sont capables de se développer dans de nombreux  produits  naturels
simples ou ¢élaborés, produits d'origine végétale ou animale, sans que Il'on
sache vraiment s'il s'agit des mémes biotypes ou non. La confusion est
fréquemment  faite entre ces microorganismes et les lactobacilles  hétérofermen-
taires mésophiles.  Toutes ces raisons nous ont incités a essayer de faire le
point des connaissances sur les propriétés des Leuconostocs. A ces connais-
sances relevées dans la littérature, nous avons ajouté des résultats personnels
obtenus lors d'études sur la flore de fromages traditionnels  fabriqués a partir
de lait cru.

Le genre Leuconostoc

A. Historique

Le genre Leuconostoc a été défini par vaNn THIEGHEMen 1878. Le terme
Leuconostoc ~ vient du mot Nostoc qui est une algue bleue mucilagineuse et de
leuco qui veut dire blanc. Les Leuconostocs sont apparus a l'origine (rappelons

qu'a cette époque, l'examen microscopique, c'est-a-dire  la morphologie, était
un critere prédominant de l'identification), sous forme de chaines, d'aspect
mucilagineux, non pigmentés. Les premiéres souches ont été isolées a partir

d'accidents  apparus dans des sucreries. Or les Leuconostocs  responsables  de
ces accidents produisent des dextranes et en milieu saccharosé¢, les chalnes de
cocci sont entourées d'une gaine bien distincte a I'examen  microscopique:
gaine qui rappelle celle des Nostocs.

Ce n'est qu'en 1912 que BEIJERINCKisola du beurre et d'autres produits
laitiers des microorganismes identiques aux Leuconostocs antérieurement
décrits, ces microorganismes  produisaient de la gomme a partir du saccharose:
il les appela Lactococcus dextranicus.

En 1919, ORLA-JENSEN, dans son étude sur les bactéries lactiques sépara le
genre Betacoccus du genre Streptococcus. 11 choisit de donner le nom de
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Betacoccus a ces bactéries produisant de l'acide lactique D(-) parce que ces
bactéries se trouvaient sur les betteraves (Befa communis) et autres produits
végétaux. Les résultats d'ORLA-JENSEN montraient pour la premiere fois qu'il
existait une relation possible entre les Leuconostocs  produisant des dextranes
(Betacoccus) et certains streptocoques  producteurs  d'acide lactique,  streptoco-
ques trouvés dans les produits laitiers et les végétaux fermentés. ORLA-JENSEN
divisait le genre Betacoccus en deux espéces B. arabinosaceus et B. bovis
d'aprées leur capacit¢ de fermenter l'arabinose.

En 1920, HAMMER, étudiant les streptocoques des levains, isola deux
espéces qu'il dénomma  Streptococcus citrovorus et S. paracitrovorus, reconnues
comme responsables de l'arome du beurre. Ces microorganismes furent, quel-
ques années plus tard, assimilés au genre Betacoccus et S. citrovorus devint
B. cremoris.

En ce qui concerne le caractére hétérofermentaire des Leuconostocs,  c'est-
a-dire leur capacit¢ de produire du CO, a partir du glucose, mis en évidence
en 1918 par EVANS, il fut confirmé par HUCKER en 1928.

Les Leuconostocs ont pris peu a peu un intérét économique  potentiel et
des tentatives de classification sont apparues deés les années 30.

B. Les principales classifications

1. Hucker et Pederson (1931)

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

- Le groupe 1 ne fermentant pas le saccharose: Leuconostoc  citrovorus.
- Le groupe II fermentant le saccharose et les pentoses: Leuconostoc
mesenteroides.

- Le groupe III fermentant le saccharose mais non les pentoses : Leuco-
nostoc dextranicus.

Les groupes II et III sont des producteurs de dextrane, or bien que
Leuconostoc citrovorus ne produise pas de dextranes, les propriétés de produc-
tion de gomme par des organismes faibles producteurs d'acide isolés de levains
montrent, d'aprés HUCKER et PEDERSON, qu'ils sont identiques aux organismes
dextrane-positifs isolés des végétaux et des sirops de sucre.

2. Abd-el-Malek et Gibson (1948)

Dans leur travail sur la bactériologie du lait ABD-EL-MALEK et Gmsox ont
étudié 40 souches de streptocoques  hétérofermentaires isolées du lait. Tous ces
microorganismes  se développaient  (lentement) a 8-12 "C mais non a 45 "C . Ils
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produisaient de l'acide a partir du glucose. Le xylose, le mannitol et le sorbitol
n'étaient pas fermentés. Ils produisaient ~du COz a partir du glucose et du
.citrate. ~ L'arginine, I'hippurate et l'esculine  n'étaient  pas hydrolysés. Les
cultures  sur milieu gélatiné,  saccharosé ne mettaient pas en évidence la
synthése de dextranes.

D'aprés ces auteurs, la majorit¢ des souches de streptocoques hétérofer-
mentaires ont été identifiées comme appartenant a lespece Str. kefir. Par
contre Str. citrovorus ne fut isolé qu'occasionnellement.

Il semble bien que sous le nom de Str. kefir, ABD-EL-MALEK et GIBSON
aient isolé également Leuconostoc mesenteroides (saccharose  positif et arabi-
nose positif). La production de dextranes a partir de saccharose dans le genre
Leuconostoc est un caractére qui peut préter a confusion. En effet, si les
souches de Leuconostoc isolées de sirop de sucre, de mélasse ou de bagasse
sont assez stables de ce point de vue, PEDERSONet ALBURY (1955) ont montré
que par repiquages successifs, principalement en milieu acide additionné  soit
de jus de tomate, soit de jus d'orange, beaucoup de souches atypiques
redevenaient  typiques. Clest ainsi que des souches non productrices de dex-
tranes retrouvaient la possibilit¢ d'en produire et simultanément  se trouvaient
capables d'utiliser certains sucres qu'elles ne fermentaient pas auparavant.  Par
contre aprés plusieurs repiquages dans des milieux a teneur croissante en sel,
de nombreuses souches de Leuconostoc perdaient leur capacité de produire des
dextranes. La production de dextrane dépend également des températures de
croissance (MCCLESKEY et al., 1947).

3. Garvie (1960)

Un examen de 78 souches de Leuconostoc a permis a GARVIEde diviser le
genre Leuconostoc en 3 groupes: L. citrovorum (ou L. cremoris), L. kefir (ou
L. lactis), L. dextranicum et L. mesenteroides (3 groupes). Dans leur mise au
point sur l'identification  des bactéries lactiques SHARPEet al. en 1966 ont repris
cette classification. Les Leuconostocs sont des bactéries lactiques hétéroferrnen-
taires se présentant sous forme de cocci associés par paires ou en chaines,
n'hydrolysant  pas l'arginine, ne se développant pas a 45 "C . Ils produisent a
partir du glucose du CO:z et forment tous de l'acide lactique D( -).

4. Garvie (1974) dans Bergey's Manual 8° édition

En 1967 GARVIE isole du vin une nouvelle espéce de Leuconostoc qu'elle
dénomme L. oenos. Cet auteur fut chargé de rédiger le chapitre relatif aux
Leuconostocs  pour la 8° édition du Bergey's Manual (1974) ; elle a classé les
Leuconostocs en 6 espéces: L. mesenteroides, L. dextranicum, L. paramesente-
roides, L. lactis, L. cremoris et L. oenos selon des criteres voisins de ceux
utilisés pour la différenciation des lactobacilles  (fermentation des sucres,
besoins  nutritifs, action sur le lait tournesolé, croissance  dans différentes
conditions,  etc.).

L. mesenteroides et L. dextranicum  se trouvent souvent dans les mémes
habitats que le lactobacille  hétérofermentaire Lactobacillus  brevis. Comme ils
se développent  tous sur les mémes milieux sélectifs (ROGOSA et al, 1951;
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MABBITT et ZIELINSKA, 1956, McDoNALD et al, 1987) il est difficile de les
isoler les uns des autres dautant que morphologiquement ils peuvent se
présenter sous la forme de coccobacilles (PERRY et SHARPE, 1960).

Toutefois les Leuconostocs & l'inverse de Lb. brevis fermentent le tréha-
lose et ne produisent pas d'ammoniaque a partir de larginine ; de plus ils
forment de l'acide lactique D(-) tandis que Lb. brevis produit de Il'acide
lactique  racémique.

5. Données récentes - Tendances actuelles - Garvie (1986) dans Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology (Vol. 2)

La séparation du genre Leuconostoc en six espéces distinctes n'était guére
satisfaisante. ~ Si L. oenos se distinguait bien des autres espéces de Leuconostoc,
la proposition de nouvelles souches types pour les espéces L. mesenteroides,
L. dextranicum et L. cremoris (GARVIE, 1979) ne résolut pas le probléme et
dés 1983, L. dextranicum et L. cremoris étaient reconnus comme étant des
sous-espéces de L. mesenteroides (GARVIE, 1983). La classification qui prévaut
actuellement (GARVIE, 1986) a été établie grace a I'utilisation, a coté des
techniques  biologiques classiques, de techniques d'hybridation = d'ADN (GARVIE,
1976, 1983 ; HONTEBEYRIEet GASSER, 1977) ou de techniques immunologiques
(HONTEBEYRIEet GASSER, 1975). Les corps cellulaires des Leuconostocs  peu-
vent étre sphériques, mais souvent lenticulaires, surtout lorsqu'ils sont cultivés
sur milieu gélosé. Ils apparaissent le plus souvent par paires ou en chaines. Ils

sont Gram-positifs, non mobiles, ne produisent pas de spores et sont anaéro-
bies facultatifs. Leur optimum de température se situe entre 20 et 30 OC. Ils
sont chemo-organotrophes, nécessitant  pour se développer des milieux riches

comportant  des facteurs de croissance complexes et des acides aminés. Toutes
les espéces de Leuconostoc ont besoin, pour se développer de l'ensemble acide
nicotinique  + thiamine + biotine + acide panthoténique (ou lun de ses dé-
rivés). La croissance ne se fait qu'en présence dun sucre fermentescible et le
glucose est fermenté selon une combinaison des voies hexose-phosphate et
phosphoketolase. Les produits terminaux sont I'éthanol et l'acide D-( - )lacti-
que. Le malate peut étre utilisé et transformé en L-( +)-Iactate.

Les Leuconostocs ne possédent ni catalase, ni cytochromes. Ils ne produi-
sent pas d'HN:J a partir de l'arginine et le lait est en général ni acidifié, ni
coagulé. Ce sont des germes non protéolytiques, ne produisant pas d'indole et
ne réduisant pas les nitrates. Ils ne sont pas hémolytiques et non pathogénes
pour les végétaux et les animaux (y compris les humains).

Les caractéres de différenciation  des espéces de Leuconostoc sont donnés
dans les tableaux 1 et 2.

Par analogie phylogénique, STACKEBRANDTet al. (1983) trouvent  que
L. mesenteroides, Pediococcus pentosaceus et les espéces de Lactobacillus
(L. acidophilus, helveticus, lactis, brevis, plantarum, ruminis, casei, bifermen-
tans, viridescens, fermentum) forment un groupe cohérent ce qui confirme les
résultats d'études immunologiques  antérieures (LONDON et CHASE, 1976). Tan-
dis qu'ORBERG et SANDINE (1984) estiment que les Leuconostocs  sont taxono-
miquement et écologiquement apparentés  aux streptocoques du groupe N.
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TABLEAU 1
Caracteres principaux de différenciation des especes du genre Leuconostoc  (Garvie, 1986)
Differential characteristics of the species of the genus Leuconostoc

1. L. mesenteroides, subsp.

2. L. para-
Caractéres la 1b. le mesente-
mesgnte— dgxtra— cremoris roides
roides nicum
Production  d'acide 4 partir de :
Arabinose + - - d
Cellulose d d - (d)
Fructose + + - +
Saccharose + + - +
Trehalose + + - +
Hydrolyse de I'esculine d d - d
Formation de dextrane + + - -
Croissance a pH 4,8 - - - d
Croissance en  présence de 10%
d'éthanol - - _ —
+ : positif - négatif d : réaction lente.
TABLEAU 2

Caracteres supplémentaires de différenciation des espéces du genre Leuconostoc
(Garvie, 1986)

Additional characteristics of the species of the genus Leuconostoc

1. L. mesenteroides, subsp.

‘ 2. L. pa- L 4
Caractéres me;e';te— I'b. dex- 1c. cre- rg’:ﬁii?s_ lactis L. oenos
roides tranicum maris
Production  d'acide
a partir de :
Amygdaline d d - d - ND
Arabinose + - - d - d
Arbutine d - - ND
Cellobiose d d (d) - d
Fructose + + - + + +
Galactose + d d + + d
Glucose + + + + + +
Lactose (d) + + (d) + -
Maltose + + d + + -
Mannitol d d - (d) - -
Mannose + d - + d d
Melibiose d d + d d
Raffinose d d - d d -
Ribose + ND ND ND ND ND
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Caracteéres

Salicine

Saccharose

Trehalose

Xylose

Hydrolyse

de l'esculine

Facteurs

de croissance

Uracile

Guanine +

adenine

+ xanthine

+ uracile

Riboflavine

Pyridoxal

Acide folique

« Tomato juice
factor»

Destruction  du

« tomato juice
factor»

Formation

de dextrane
Dissimilation

du citrate en présence
de sucre
fermentescible
Dissimilation

du malate

sans sucre

avec sucre

Lait supplémenté

s milk

Acide, coagulé
Réduction

Gaz

Croissance

en présence de :
3,0 % NaCl
6,5 % NaCl
Croissance
4,8 (initial)
6,5 (initial)
Croissance a 37 "C
pH final en bouillon
glucosé

a pH

+ 1 positif : négatif

1. L. mesenteroides,

la 1b. dex-
mesente- ,
. tranicum
roides
d d
+ +
+ +
d d
d d
- d
d d
d d
d d
+ +
d d
d -
d -
+ +
d d
d d
d d
+ d
d -
+ +
d +
45 4,5
d : réaction lente

subsp.

2. L. pa-

ramesen-
teroides

1c. cre-
moris

|
o+ +

+ + + +
+ + + &

[
oo

o
oo +

5,0 4,4

ND : non déterminé.

3. L.

lactis

4,7

255

4,
L. oenos

+ 4+ + +

(=1

ND
ND

(=1

ND
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GARVIE (1984) propose de regrouper les bactéries lactiques hétéroferrnen-

taires (Leuconostocs et lactobacilles hétérofermentaires) en quatre sous-genres.
Selon cet auteur: la classification est une science toujours en développement
et au fur et a mesure que nos connaissances  progressent, elle peut changer

pour s'adapter aux nouvelles vérités scientifiques.

C. Ecologie des Leuconostocs

Les Leuconostocs  sont trés répandus dans la nature; dans cette étude
nous avons surtout cité les références ayant trait aux produits laitiers ou au
matériel ou produits susceptibles de contaminer le lait et les produits laitiers.

1. Le lait

Les Leuconostocs sont fréquemment rencontrés dans le lait. ABD-EL-
~ALEK et GIBSON (1948) ont essentiellement  trouvé Str. kefir (L. lactis) et Str.
curovorus (L. cremoris] comme microorganismes  représentant les streptocoques
hétérofermentaires dans le lait. EL-GENDY ef al. (1983) ont isolé principale-

men.t 1 paramesenteroides de lait cru sale. Dans le lait utilis¢é pour Ia
fabrication du fromage blanc saumuré, CHOMAKOW1975) a isolé des Leuconos-
tocs appartenant principalement a llespece L. mesenteroides. NUNEZ et al.

(1984) ont montr¢ que dans les laits de brebis crus réfrigérés, L. dextranicum
~tai~ l'espéce de bactéries psychrotrophes Gram-positive la plus fréquemment
Isolee. MARET et SOZZI (1976) ont isolé L. cremoris, L. lactis et L. mesente-
roides de lait d'alpage utilis¢é pour la fabrication de fromage a raclette.
FATICHENTIet al. (1979) ont montré que dans les laits de chevre de Sardaigne
les L~uconostocs  étaient présents en nombre limité et qu'ils appartenaient
essentiellement a l'espece L. mesenteroides. ~NUNEZ (1978) cite la présence de
Leuconostocs ~ dans le lait utilis¢ pour la fabrication du fromage de Cabrales et
MILLET et al. (1978) dans le lait utilis¢é pour la fabrication du fromage de
Cantal.

Enfin rappelons que dans les différentes classifications citées au chapitre
précédent de nombreuses souches de Leuconostocs ont été isolées du lait.

2. Les levains

Les Leuconostocs entrent ~ couramment dans la composition de levains
utilisés pour la fabrication de nombreux produits laitiers, tels le fromage de
Roquefort (DEVOYODet al, 1974 a et b), le fromage de Laguiole (DIDIENNE et
al, 1978), le fromage de Manchego (RAMOS et al, 1981). MosTERT et Hus-
MANN (1975) ont trouvé des Leuconostocs dans des levains commerciaux
utilisés pour la fabrication du Gouda en Afrique du Sud. Sur 460 souches
isolées de levains commerciaux HOLZAPFEL et KRIEL (1973) ont identifié
33 microorganismes ~ comme appartenant au genre Leuconostoc.  Sur 140 Leuco-
nostocs isolés de levains, RIEMELT (1982) en classa 7 dans l'espéce L. cremoris.

En dehors de tout probléme li¢ a l'identification des espéces de Leuconos-
tocs, il semblerait que dans la flore des levains utilisés en technologie laiticre,
L. cremoris soit moins représent¢ actuellement qu'il y a plusieurs années. Cela
est en partiec di au fait que pour la production d'arome les utilisateurs
emploient de préférence  Streptococcus  diacetylactis, microorganisme qui peut a
la fois acidifier et produire du diacétyle, tandis qu'il est nécessaire d'associer
un streptocoque  acidifiant a L. cremoris.



LEUCONOSTOCEN TECHNOLOGIH . AITIERE 257

3. La creme et le beurre

Les données que nous possédons concernant la flore naturelle de la créme
et du beurre sont rares. ORLA-JENSENet al. (1926) mentionnent parmi les
bactéries d'ardbme du beurre, les streptocoques a formation de capsules. Les
bactéries appartenant a ce groupe sont aptes a former un peu d'acide acétique,
d'acide carbonique et d'autres produits volatils; mais elles ne peuvent produire
de l'acide lactique en quantité notable. Trés tot dans la technologie beurriére,
les cremes ont ét¢é maturées avec utilisation de levains.

D'apres DORNERet al. (1952) la microbiologie de la créme n'offre que peu
de différences avec celle du lait. Quant a DEMETER1956), dans son traité sur
la microbiologie du beurre, il cite la présence, dans la créme maturée et le
beurre, de bactéries d'arome: Str. diacetylactis, Str. citrophilus, Be. cremoris et
Be. bovis. Mais leur présence dans le beurre est faible car déja dans les
levains et la créme maturée, ils ne représentent que quelques % de la quantité
des bactéries lactiques. Rappelons que L. cremoris est considéré actuellement
comme une sous-espece de L. mesenteroides et que d'aprés GARVIE(1976),
Leuconostoc cremoris aurait évolué a partir de Leuconostoc mesenteroides ou a
partir de Leuconostoc dextranicum dans l'environnement particulier de Ia
laiterie.

4. Les produits fermentés

Parmi les laits fermentés dont la flore microbienne contient des Leuconos-
tocs, nous devons citer le kéfir. Dés 1918, EVANSavait donné le nom de
Streptococcus kefir a des streptocoques hétérofermentaires isolés de grains de
kéfir. Dans une étude sur la composition et la structure des grains de kéfir,
OLSSON(1981) a montré que la flore microbienne ¢était complexe et qu'a coté
de Leuconostoc kefir on trouvait Streptococcus lactis, Lactobacillus brevis,
L. acidophilus, L. caucasium, Saccharomyces lactis, Sacch. carlsbergensis,
Sacch. kefir, Candida tenuis, C. pseudotropicalis, Torula kefir et Acetobacter
rancens.

Au cours dune étude similaire KRUSCH(1984) a montré que la flore
microbienne variait avec l'origine des grains de kéfir. L. cremoris a été détecté
dans les différents échantillons, régulie¢rement associé a L. dextranicum et! ou a
L. paramesenteroides. Par contre L. lactis (ex Streptococcus kefir) n'a été isolé
que sporadiquement.

Pour Prooux (1985), la population fixe du grain de kéfir est composée de
Lb. brevis (ou d'une espece voisine), Lb. casei, L. mesenteroides et Saccharo-
myces (ou Torulopsis).

5. Les fromages

En dechors de toute addition de levains contenant des Leuconostocs, la
présence de ces microorganismes a été reconnue dans de nombreux fromages
fabriqués a partir de lait de vache, de brebis ou de chévre. On peut citer le
fromage de Cheddar (SHERWOOD,1939), de Cabrales (NUNEZ, 1978), de
Manchego (ORDONEZet al, 1978), de Tafi (DE GroRI ef al., 1983), de Roncal
(ORDNEZ et al., 1980), de Pannerone (OTTOGALL4s al., 1975), de fromages
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de cheévres sardes (FATICHENTEt al, 1979), de fromages de Roquefort
(DEVOYODxt MULLER, 1969), de fromages de Cantal (MILLETet al, 1974,
1978), de fromages de Saint-Nectaire (DIDIENNEet al., 1978), etc.

Dans le tableau 3 nous avons donné, a titre d'indication, la teneur en
Leuconostocs de quelques fromages frangais fabriqués a partir de lait cru.

Dés 1939, SHERWOODRJans une étude sur la flore microbienne du fromage
de Cheddar néozélandais, remarquait que L. mesenteroides était l'espéce la
plus fréquemment rencontrée devant L. dextranicum. Cet auteur s'étonnait de
l'absence de L. citrovorus dans des échantillons de fromages analysés alors que
ce microorganisme était trés commun dans les cultures de levain. Ces résultats
ont ét¢ confirmés sur d'autres types de fromages, tels le Roquefort (DEVOYOD
et MULLER,1969), le fromage de Cabrales (NuNEz et MEDINA,1979) ou les
fromages de chévre de Sardaigne (FATICHENTd: al., 1979). Les Leuconostocs
isolés de quelques fromages francais (cf. tabl. 3) appartenaient essentiellement
aux especes L. mesenteroides et L. dextranicum.

TABLEAU 3
Teneur en leuconostocs de quelques fromages frangais fabriqués a partir de lait cru

Quantities of Leuconostoc numbered in some French cheeses made with raw-milk
(Samples come [rom ready-to-eat cheeses)

Fromages Nivean
(lg de fromage)

Charollais 108 109
Crottin  de Chavignol 107_108
Reblochon 105_106
Pont-1'Evéque 108 109
Ceeur de Bray 108
Abbaye d'Entrames 107
Tamié 107
Livarot 104
Cantal 106 107
Laguiole 107_108
Roquefort 108 107
Fourme de Montbrison 106 107

Les échantillons ont été prélevés sur des fromages préts a étre consommés.

Les Leuconostocs ont ¢ét¢ impliqués dans des défauts de gonflements
précoces rencontrés dans le fromage de Hollande (GALESLOOT,1950), de
Cheddar (OVERCASEt ALBRECHT]952), dans le caillé de fromage de cottage
(SANDINEet al., 1959) ou de gonflements tardifs dans le fromage de Saint-
Nectaire (DIDIENNEet DEVOYOD]978).
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Fig. 1

Fixation des Leuconostocs sur récipients en bois.
(Examen en microscopie électronique de balayage).

a) Grossissement 600 fois.
b) Détail de la vue précédente: grossissement 6000 fois.
(On distingue les Leuconostocs sur les cellules de levures).
Photos Micheline Rousseau - Christiane Le Gallo
INRA - CR, Jouy-en-Josas

Adhesion of Leuconostocs on wooden tools used in traditional cheesemaking.
(Examination by scanning electron microscopy).



260 J.J. DEVOYOD, Francoise POULLAIN

6. Le matériel

Bien que certaines souches de L. mesenteroides aient été utilisées dans les
études d'adhésion aux surfaces (LAKEW, 1982; BELLON-FoNTAINEt CERF,
1986) il n'existe guére de références sur la recherche de la présence de ces
microorganismes dans la flore de contamination du matériel utilisé en techno-
logie laitiere et fromagere. Cela est vraisemblablement di au fait qu'étant non
pathogeénes, thermosensibles et ne possédant pas d'enzymes protéolytiques ou
lipolytiques thermorésistantes connues comme le sont celles des Pseudomona-
cées par exemple, les Leuconostocs n'intéressent ni les hygiénistes, ni les
technologues !

MILLETet al. (1984) ont montré qu'en fabrication traditionnelle de fro-
mages a pate pressée demi-dure, type Cantal, les récipients en bois utilisés
étaient d'abord colonisés par les levures sur lesquelles se fixaient les Leuconos-
tocs (fig. 1). L'ensemencement du lait de fabrication par ces récipients se fait
en moins de dix minutes de contact (DEVOYOI2¢ al, 1987).

En ce qui concerne les moules utilisés dans la fabrication des fromages de
chévre fermiers, type Crottin de Chavignol ou type Sainte-Maure, les Leuco-
nostocs sont «fixés» directement sur la paroi interne des moules, que ces
moules soient en terre vernissée, en fer galvanisé ou en matiére plastique
(fig. 2).

Fig. 2
Fixation des Leuconostocs sur les moules en grés-vernisse.
(Examen en microscopie électronique de balayage).
Grossissement 11 500fois.
Photo Micheline Rousseau - Christiane Le Gallo
INRA - C.R. Jouy-en-Josas

Adhesion of Leuconostocs on glazed sandstone moulds.
(Examination by scanning electron microscopy).
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7. Ensilage

LANGSTONet BOUMA (1960) dans une étude sur les cocci isolés de I'ensi-
lage ont montré que parmi les espéces hétérofermentaires présentes, L. mesen-
teroides était l'espéce la plus représentative et que les souches de Leuconostocs
non productrices de dextranes retrouvaient ce caractére aprés plusieurs  repi-
quages en milieu enrichi. GRAZIA et SUZZI (1984) ont isolé L. mesenteroides
d'échantillons  d'ensilage de mais et de luzerne prélevés dans les fermes de la
région d'Emilie-Romagne. Lb. buchneri était le microorganisme le plus fré-
quemment  isolé. Pour KROULIK et al. (1955) les bactéries lactiques se multi-
plient dans le fourrage coupé juste avant l'ensilage. LANGSTONet al. (1962) ont
montré que dans les ensilages de dactyle et de luzerne de trés bonne qualité,
la fermentation débutait sous l'action des streptocoques, se poursuivait  grce
aux pédiocoques et aux Leuconostocs et qu'elle se terminait avec les lactoba-
cilles. Sur 400 bactéries lactiques isolées de plantes, STIRLINGet WHITTENBURY
(1963) ont trouvé 80 % de Leuconostocs, environ 10 % de pédiocoques et le
reste comme étant des lactobacilles. Les Leuconostocs — étaient les plus large-
ment distribués. Ils se trouvaient sur les gaines et les brins d'herbe partielle-
ment desséchés et, sur les feuilles abimées des arbres, etc. Pour ces auteurs, la
présence des Leuconostocs  est vraisemblablement associée a la libération de
nutriments & partir des tissus végétaux abimés ou en pourriture.

Selon FENTON (1987), parmi le matériel wutilisé au cours des opérations
d'ensilage, la faucheuse est la principale cause de contamination en Leuconos-
tocs. Parmi ces microorganismes L. mesenteroides ssp. mesenteroides est
l'espéce la plus représentative.

8. Divers

L. oenos se trouve étroitement associé au vin. L. mesenteroides a été isolé
de nombreux produits végétaux fermentés (STAMERet al, 1971 ; CHEN et al.
1983) ou non (LONVAUD-FuNEL et S"fRASSERDE SAAD, 1982) ainsi que de
produits  d'origine animale (REDDY et al, 1970; CHRISTOPHERet? al. 1979;
SAVELLet al.. 1981).

D. Métabolisme des Leuconostocs

1. Fermentation des hexoses

Les bactéries lactiques sont capables de produire de I'acétaldéhyde et de
I'¢thanol & partir du glucose (LEES et JAGO, 1976). Trois voies principales
existent pour la synthése de l'acétaldéhyde a partir du glucose: la voie
d'’Embden-Meyerhof, celle dEtner Doudoroff et la voie des hexoses mono-
phosphates.  Les Leuconostocs  fermentent le glucose en utilisant cette troisiéme
possibilité. Ils clivent le xylose-5-phosphate en acétyl-phosphate et en glycéral-
déhyde-3-phosphate par action de la phosphocétolase (GOLDBERGet al., 1966).

Les Leuconostocs ne peuvent pas décarboxyler  directement, comme  cer-
tains microorganismes, le pyruvate en acétaldéhyde car ils ne possédent pas de
pyruvate décarboxylase (DE Moss et al, 1951). La réduction de l'acétate et de
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l'acétaldéhyde est l'un des mécanismes principaux de la réoxydation de pyri-
dine nucléotide réduite chez L. mesenteroides (GALESLOOTI]962). L. mesente-
roides posséde deux alcool-déshydrogénases (DE Moss, 1954).

Compte tenu des études effectuées sur L. mesenteroides ou L. dextrani-
cum, il est possible de donner le schéma simplifi¢é suivant de la fermentation
des hexoses par les Leuconostocs

hexose

phosphogluconate
pentose-phosphate ... -
triose-phosphate . . . . . -
acide pyruvique + 2 H -—-
acétylphosphate + 2 H -—-
acétaldéhyde + 2 H -—-

soit : hexose

phosphogluconate + 2 H

CO, + pentose-phosphate + 2 H
acétylphosphate + triose-phosphate
acide pyruvique + 2 H

acide lactique

acétaldéhyde

éthanol

CO, + éthanol + acide lactique

~— N L

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

BOCQUIEN1987) a montré la présence d'une a-galactosidase chez une
souche de Leuconostoc sp. Nous avons mesuré l'activité a-galactosidasique de
36 souches de Leuconostocs producteurs de dextranes; 17 souches (soit
47,2 %) ont donné un résultat positif.

2. Fermentation des citrates et acides carboxyliques

La fermentation des citrates est un phénoméne important chez L. cremoris
(ex L. citrovorum) et L. lactis puisquelle est en relation trés étroite avec
l'activité aromatique de ces microorganismes.

La voie métabolique qui conduit des citrates au diacétyle est la méme que
celle suivie par Str. lactis subsp. diacetylactis (KEMPLERt McKAY, 1981).

Les Leuconostocs ne peuvent utiliser le citrate comme seule source d'éner-
gie (comme Str. lactis subsp. diacetylactis), ils ne peuvent le métaboliser qu'en
présence d'un sucre fermentescible.

La pénétration du citrate dans la cellule fait intervenir une citrate-
perméase active a pH inférieur a 6. Le systéme de transport du citrate différe
de celui de la 13-galactoside perméase d'Escherichia coli car nécessitant une
énergie métabolique dans des conditions qui ne permettent pas l'accumulation
intracellulaire de la substance transportée (HARVEYet COLLINS,1962).

A lintérieur de la cellule, le citrate est clivé en acétate et en oxaloacétate
par action d'une citrate lyase ou citritase (HARVEYt COLLINS,1961). L'activité
de la citrate lyase chez Leuconostoc lactis augmente en méme temps que la
croissance cellulaire se développe et n'est décelable que dans des cultures se
multipliant en présence de citrate (MELLERICKt COGAN,1981). C'est donc une
enzyme inductible, a l'inverse de la citrate lyase de Str. lactis subsp. diacetylac-
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tis qui, elle, est constitutive (HARVEYet COLLINS,1961 ; COGAN,1981). Par
contre chez L. lactis, comme chez Str. lactis subsp. diacetylactis, le pH
optimum de cette enzyme est de 6,0.

L'activit¢ de cette enzyme nécessite la présence de cations bivalents,
principalement Mn++ et Mg++.

Une oxaloacétate décarboxylase scinde l'oxaloacétate en pyruvate et CO:z.
Le pyruvate formé est lui-méme décarboxylé et donne un complexe aldéhyde-
thiaminepyrophosphate ~ (aldéhyde-TPP) ou « aldéhyde active ».

Par réaction avec une molécule de pyruvate, ce complexe forme de Il'o-
acétolactate. Cette réaction est catalysée par une acétolactate-synthase (COGAN

et al, 1984). L'activit¢ de cette enzyme ne nécessite. pas la présence d'ions
Mn++.

Chez de nombreuses bactéries, il existe deux acétolactate-synthases, I'une
qui intervient dans la biosynthése de la valine et de l'isoleucine avec un pH
optimum de 8,0 et l'autre qui intervient dans la production d'acétoine avec un
pH optimum de 6,0. L'acétolactate-synthase de L. lactis a un pH optimum qui
se situe entre 5,0 et 6,0 ; elle peut étre considérée comme intervenant dans la
production d'acétoine car l'acétoine est un produit de la croissance de L. lactis
a pH acide (COGANet al., 1981). De plus les Leuconostocs ne peuvent pas
posséder une acétolactate-synthase qui intervient dans la biosynthése de la
valine et de l'isoleucine puisque leur croissance exige de la valine et encore
plus de l'isoleucine (GARVIE,1967b).

Chez L. lactis (MELLERICKt COGAN, 1981), l'activit¢ de I'acétolactate-
synthase continue a diminuer au fur et a mesure que la croissance augmente,
mais le niveau est supérieur pour les cellules qui se multiplient en présence de
citrate, ce qui démontre que l'enzyme est en partie inductible. Ce résultat
différe de celui obtenu avec Str. lactis subsp. diacetylactis chez qui l'acétolac-
tate-synthase est constitutive (COGAN,1981).

Par action d'une acétolactate décarboxylase, I'o-acétolactate donne de
l'acétoine et du COz. SPECKMA® COLLINS1968) ont montré que le complexe
acétaldéhyde-TPP pouvait réagir avec l'acétyl-coenzyme A et donner du diacé-

tyle.

Il existe donc deux voies distinctes de production d'acétoine, par les
Leuconostocs : soit par décarboxylation de l'oxaloacétate, soit par réduction du
diacétyle.

Selon HARVEYet COLLINS(1963) la production d'acétoine sert de méca-
nisme de détoxification par élimination du pyruvate intracellulaire en exces,
non nécessaire a la synthése du matériel cellulaire. En l'absence de citrate peu
ou pas d'acétoine est produite puisque tout le pyruvate produit a partir des
sucres sert a régénérer le NAD permettant a la glycolyse de se poursuivre
(HARVEYet COLLINS,1961). Les bactéries lactiques hétérofermentaires produi-
sent de l'acétoine et du diacétyle en milieu acide mais métabolisent le citrate
sans donner, ou peu, d'acétoine, en milieu neutre (COGANet al, 1981;
COGAN, 1975). Une des hypothéses avancées (DRINANet al, 1976) pour
expliquer ces résultats apparemment contradictoires est que le citrate est utilisé
dans quelque autre voie métabolique au cours de la croissance (peut-étre
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synthése de lipides) et que ce n'est qu'en absence de croissance (conditions
acides) que le diacétyle et l'acétoine sont produits en certaine quantité. A cet
égard, BRANENet KEENAN (1971) ont trouvé qu'en culture agitée Lactobacillus
casei produisait plus de diacétyle et d'acétoine, par contre la croissance était
moindre qu'en culture non agitée.

Quant aux réductions  successives du diacétyle en acétoine puis en 2-
3 butyléne-glycol,  réactions catalysées par une diacétyle réductase et une acé-
toine-réductase, enzymes réprimées en partie par le citrate, elles permettent la
régénération  du NAD cellulaire avec formation simultanée de molécules neu-
tres non toxiques pour la cellule.

LINDSAY et al. (19.65) ont montré que l'acétaldéhyde produite  par Str.
diacetylactis qui donnait un golt défectueux au beurre, disparaissait en pré-
sence de L. citrovorum et que la quantit¢ de diacétyle apparu correspondait a
la quantité¢ d'acétaldéhyde disparue;  d'ou I'hypothése que l'acétaldéhyde  pou-
vait étre un précurseur dans la synthése du diacétyle chez les Leuconostocs.

En utilisant de l'acétaldéhyde  marquée (acétaldéhyde  1-2-"C), COLLINS et
SPECKMAN (1974) ont montré qu'ajoutée a un bouillon glucose-citrate cette
substance  était convertie en éthanol par L. citrovorum, tandis que l'acétoine,
le diacétyle et l'acide acétique formés n'étaient pas radioactifs. D'aprés ces
auteurs, l'aldéhyde ajoutée augmentait la production d'acétoine et de diacétyle
en permettant une plus grande disponibilit¢ de I'hydroxyéthylamine pyrophos-
phate et, de l'acétyl-coenzyme A, et ainsi stimulait la croissance en convertis-
sant une plus grande quantit¢ de l'acétyl-coenzyme A et de l'acétyl-phosphate
en acétate et adénosine 5'-triphosphate.

Le schéma du métabolisme  des citrates chez L. citrovorum (L. cremoris)
est donné a la figure 3.

ACETATE CO, Co,

CITRATE LOXALOACETA TE LYRUVATE -4CETALDEHYDE-TPP]
~ ACEmCOoA
TPP
ci ACETOLACTATE
CoASH
2,3" BUTYLENE-GLYCOL Z ~ ACETOINE7 =DIACETYLE
NADH NADH
NAD' NAD'
Fig. 3

Meétabolisme des citrates chez Leuconostoc cremoris
(d'aprés COGAN et al., 1981).

Citrate metabolism by Leuconostoc cremoris.
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D'autres espéces de Leuconostocs sont capables d'utiliser le citrate mais
sans produire de diacétyle ni d'acétoine. La presque totalit¢é des 210 souches
de L. mesenteroides ssp. mesenteroides et L. mesenteroides ssp. dextranicum
isolées par nous des produits laitiers, du matéricl et de la vaisselle laitiére,
donnaient une réaction positive lorsqu'elles étaient cultivées sur le milieu de
KEMPLERt McKAY (1980) mais elles ne produisaient pas d'acétoine lorsque
nous utilisions la technique de SWARTLIN@951). Par contre les deux souches
de Str. lactis ssp. diacetylactis et L. cremoris utilisées comme témoins don-
naient, dans les mémes conditions de culture, un résultat positif. En technolo-
gie laitiecre il est reconnu que le principal role des Leuconostocs est de
produire des composés d'ardme; c'est la raison pour laquelle les voies métabo-
liques d'utilisation du citrate par L. mesenteroides ssp. mesenteroides ou L. me-
senteroides ssp. dextranicum n'ont pas été étudiées.

3. Fermentation d'autres acides carboxyliques

RADLERet BROHL(1984) ont montré que L. oenos et L. mesenteroides
étaient capables de métaboliser plusieurs acides carboxyliques: fumarate, glu-
conate, malate, 2-oxoglutarate et pyruvate. Ce dernier acide est métabolisé
sans formation de diacétyle ou d'acétoine comme le fait L. cremoris (HEGAZI
et ABO-ELNAGA]980).

La transformation de l'acide malique en L(*+)-lactate et CO:z (fermentation
malolactique) est importante en cenologie. Si L. mesenteroides possede bien
une enzyme malolactique, son réle pratique se trouve restreint du fait que ce
microorganisme ne se développe pas, comme L. oenos, a bas pH et en
présence d'éthanol.

4. Production de dextranes

De nombreux microorganismes sont capables de produire des exopolysac-
charides c'est-a-dire des polysaccharides a l'extérieur de la paroi cellulaire qui
sont, soit attachés a cette paroi sous forme de capsule, soit excrétés dans
I'environnement  extracellulaire sous forme de gomme. SUTHERLANIDI982) a
classé les exopolysaccharides en 5 groupes selon leur composition. Le premier
groupe comprend les dextranes et polysaccharides voisins. Ce sont des homo-
polysaccharides produits par des bactéries utilisant la saccharose comme subs-
trat spécifique. Les bactéries qui synthétisent de tels polyméres comprennent,
entre autres, des espéces du genre Streptococcus et Leuconostoc. En l'absence
de saccharose (ou de substrats trés voisins) ces bactéries peuvent se développer
mais ne peuvent former de polysaccharides. Les dextranes ont une grande
importance dans l'industrie, la médecine et la recherche et de nombreuses
études ont été faites sur la production de dextranes par L. mesenteroides, mais
toutes ces études portent essentiellement sur des souches isolées de sucreric ou
plus exactement de matiére premiére de sucrerie (mélasse ou bagasse). Les
polymeéres produits varient énormément dans la longueur des chaines et le
degré de liaison.

L'activit¢é des dextrane-sucrases de L. mesenteroides a pour résultat la
formation de dextranes de bas poids moléculaire et d'oligosaccharides (ROBYT
et WALSETH,1978). Les dextrane-sucrases de L. mesenteroides sont inductibles
(KOBAYASHIt MATSUDA,1974) et de ce fait ne peuvent étre produites en
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l'absence de saccharose a l'inverse de ce que l'on rencontre pour les dextrane-
sucrases de Str. sanguis et Str. mutans. Par examen au microscope ¢électronique
BROOKER(1977) a montré que la paroi cellulaire de L. mesenteroides qui
présente la structure classique a trois couches des bactéries Gram-positives
lorsque ce microorganisme est cultivé en bouillon MRS (DE MAN et al, 1960)
est modifiée en présence de saccharose. Aprés deux heures de contact, il se
forme une couche uniforme a la surface de la paroi cellulaire (110 & 130 nm
d'épaisseur). Pour 85 & 90 % des cellules maintenues en présence de saccha-
rose aucun changement apparent n'est notable, par contre les autres cellules
commencent a accumuler des dextranes capsulaires insolubles a la surface de
cette couche uniforme. Aprés 18 heures, ces cellules produisent une capsule
(diamétre maximum 6 urn) composée principalement d'un ample réticulum de
filaments fins. Pour BROOKERI1976) 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 a la cellule. Les cellules ne présentant pas -cette
capsule produisent du dextrane relativement soluble ce qui avait été¢ déja noté
par SMITH(1970).

D'aprés GARVIE(1984), L. mesenteroides se développe bien sur milieu
contenant du saccharose et forme de grandes quantités de dextrane, tandis que
L. dextranicum est moins actif et forme seulement de petites quantités de
dextrane. Parmi les Leuconostocs producteurs de dextrane que nous avons
étudiés, nous avons pu différencier, parmi L. mesenteroides ssp. mesenteroides,
deux types de colonies sur le milieu au saccharose de MAYEUX,SANDINEet
ELLIKER(1962) :

a) de grosses colonies gluantes, devenant rapidement confluantes au fur et
a mesure que l'incubation se prolonge ;

b) de petites colonies (2 mm environ de diamétre) bombées et adhérant
fortement a la surface de la gélose.

Ces différences morphologiques correspondent a des différences nettes
dans la viscosité mesurée aprés incubation en bouillon saccharos¢ a 10 %
(quelques centipoises pour les Leuconostocs de la premiére catégorie, viscosité
supérieure a 30 centipoises pour les autres). Les souches du 2°¢ groupe ne
représentent qu'une petite fraction des Leuconostocs producteurs de dextrane
isolés des produits laitiers, de l'ordre de 2 a 3 %.

COTE et ROBYT(1983) ont montré que L. mesenteroides NRRL B-742
produisait deux (E-D-glucanes exocellulaires : une fraction L avec branchement
E-D-(1~ 4) et une fraction S avec branchement E-D-(I1 ~ 3). Ces auteurs ont
montré que le pourcentage de branchement (E-D-(1~ 3) dans la fraction S
était variable, dépendant des conditions de synthése a partir du saccharose par
la glucanesucrase et que cette glucanesucrase ¢était également capable de
modifier d'autres dextranes de la fraction L. Il est donc possible pour L. me-
senteroides de produire des dextranes de structure et de composition trés
différentes d'autant qu'il existe une relation biosynthétique entre les dextranes
solubles et les dextranes insolubles produits par une méme souche de L. me-
senteroides (SMITH,1970) et que la dextranesucrase de ce microorganisme peut
prendre des formes multiples (KOBAYASHit MATSUDA,1986).

La production de dextrane a partir de saccharose est un caractére impor-



LEUCONOSTOCS EN TECHNOLOGIE LAITIERE 267

tant de différenciation des espéces de Leuconostoc (GARVIE, 1967b). PEDERSON
et ALBURY (1955) ont montré que des souches de L. mesenteroides non
productrices de dextranes, souches isolées de choucroute, retrouvaient ce
caractére apres plusieurs repiquages en milieux acides contenant soit du jus de
tomate, soit du jus d'orange. Inversement, des souches productrices de dex-
trane perdaient ce caractére aprés plusieurs repiquages  successifs dans des
milieux de concentration croissante  en chlorure de sodium (les dextrane-

sucrases de Leuconostocs sont inductibles). Néanmoins, bien que la différencia-

tion phénotypique  entre L. mesenteroides et L. paramesenteroides soit basée

essentiellement sur la production de dextrane, L. paramesenteroides ne peut
pas étre considéré comme un mutant dextrane négatif de L. mesenteroides car
les études d'hybridation dADN (HONTEBEYRIEet GASSER, 1977) ont montré

que L. paramesenteroides était une espéce distincte.

5. Production de substances inhibitrices

L'antibiose  est le résultat d'un antagonisme entre des microorganismes au
détriment de l'un d'entre eux. En technologie laitiére, l'antibiose est bénéfique
dans certains cas, néfaste dans d'autres. Si une association de microorganismes
provoque l'inhibition d'un germe pathogene ou d'un organisme capable d'alté-
rer un produit laitier, l'antibiose sera favorable. Par contre, si une association
de microorganismes empéche le développement d'organismes  utiles, elle sera
nuisible.  Str. cremoris, Str. lactis, L. cremoris et Str. lactis subsp. diacetylactis,
.microorganismes communs des levains lactiques, sont capables d'inhiber d'au-
tres bactéries (BABEL, 1977). A cette liste de bactéries lactiques, on peut
ajouter L. dextranicum (Ross, 1981).

Les Leuconostocs, principalement L. cremoris, en association avec des
bactéries lactiques mésophiles (GENSKE et BRENEN, 1973) sont capables d'inhi-
ber la croissance de microorganismes  pathogénes tel S. aureus (HAINES, 1972)
ou de bactéries psychrotrophes (JUFES et BABEL, 1975). Les filtrats de culture
sur bouillon MRS de 7 souches de Leuconostocs producteurs de dextranes sur
35 essayées inhibaient la croissance de 2 souches de Pseudomonas fluorescens.

MATHER et BABEL (1959) ont ajout¢ un mélange composé en poids d'une
part et demie de créeme a 20 % et dune part dune culture acidifiée de
L. citrovorum & du «cottage  cheese»  inoculé avec Pseudomonas fragi et
Pseudomonas putrefaciens. L. citrovorum (L. cremoris) empéchait ou tout au
moins retardait l'aspect visqueux et la protéolyse provoqués par ces Pseudomo-
nas. Les bactéries coliformes étaient également inhibées mais non Geotrichum
candidum et Candida pseudotropicalis. MARTH (1962), MARTH et HUSSONG
(1963) ont montré que des filtrats de culture sur lait écrémé de L. citrovorum
inhibaient  des souches d'Aerobacter aerogenes, d'Escherichia coli, de Pseudo-
monas fluorescens et de Pseudomonas fragi et que l'inhibition dépendait 4 la
fois des souches de L. citrovorum cultivées et des souches de microorganismes
essayées. Par contre aucun filtrat ne présentait d'action inhibitrice vis-a-vis de
Torula glutinis, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces fragilis et Mycotorula
lipolytica.

SORRELLS et SPECK (1970) ont montré que des filtrats de culture de
L. citrovorum inhibaient la croissance de Salmonella gallinarum et a un degré
moindre celle de S. typhimurium et celle de Staphylococcus aureus.
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Le mécanisme d'inhibition microbienne par L. cremoris et Str. diacetylactis
n'est pas encore clairement ¢élucidé. Pour certains (PINHEIRi et al, 1968;
MINORet MARTH,1970 ; SORRELLSt SPECK,1970 ; DALYet al, 1972) cette
action inhibitrice serait due a la présence d'acides organiques et principalement
de l'acide acétique: DALY et al. (1972) avaient constat¢é que le milieu de
culture contenant de l'acide acétique inhibait Staphylococcus aureus seulement
pour des valeurs de pH égales ou inférieures a 4,5. La forme non dissociée de
l'acide peut étre plus inhibitrice que la forme dissociée (Ross, 1981). Or
l'acide acétique a un pK, de 4,7 et a pH = 4,5 il est principalement sous la
forme non dissociée, tandis qu'a ce méme pH, l'acide lactique est compléte-
ment dissocié puisque son pK, est de 3,9. D'autres auteurs (DALYet al, 1972)
ont émis I'hypothése que I'eau oxygénée pouvait jouer un rdle dans ces
phénomenes d'inhibition. La production d'acides organiques et (ou) d'eau
oxygénée ne suffit pas a expliquer l'activité inhibitrice rencontrée. Aussi a-t-il
été suggéré la production d'autres substances antimicrobiennes (MATHERet
BABEL, 1959; PINHEIROet al, 1968). BRANENet al. (1975) a partir d'une
souche de Str. diacetylactis et dune souche de L. citrovorum ont purifié un
peptide de bas poids moléculaire différant par son spectre antimicrobien, son
poids moléculaire et sa localisation extracellulaire, des autres peptides antimi-
crobiens connus, produits par les bactéries lactiques telle la nisine, la diplococ-
cine ou l'acidophiline.

PARKet MARTH(1972) ont confirmé les résultats d'inhibition vis-a-vis de
S. typhimurium, ils ont montré que les couches de Str. lactis et Str. cremoris
utilisées ¢étaient plus inhibitrices que les souches de Str. diacetylactis et de
L. cremoris.

En utilisant la technique de mise en évidence des bactériocines de
KEKESSYet PIGUET(1970), ORBERGet SANDINE(1984) ont montré que des
souches de Leuconostoc sp. résistant a la vancomycine produisaient une subs-
tance antimicrobienne vis-a-vis d'une souche de Str. cremoris.

6. Plasmides chez les Leuconostocs

La présence de plasmides chez Leuconostoc a ¢été mise en évidence par
O'SULLIVANet DALY (1982). Par mutation spontanée, par traitement a l'acri-
dine orange et par plusieurs repiquages a 37 "C, ces auteurs ont obtenu des
mutants lac- et cie dans la souche X2 de L. mesenteroides. Chez ces mutants
a ¢été montrée la perte d'un plasmide de 34 Mdal et 10 Mdal respectivement.

ARIAS (1985), en appliquant des traitements antiplasmidiques avec de
l'acridine orange et du bromure d'ethidium sur une souche de L. dextranicum,
a montré que la non-utilisation du citrate, chez le mutant cie, coincidait avec
la perte d'un plasmide de 24 Mdal.

ORBERGet SANDINK1984) ont indiqué que plusieurs souches de Leuco-
nostoc résistant a la vancomycine possédaient des plasmides de 27 et 35 Mdal.

L'¢tude du profil plasmidique des souches de Leuconostoc isolées des
produits laitiers (ARIAS, 1985) a mis en évidence la présence de plasmides de
petites, moyennes et grandes tailles (1,4 - 35 et 80 Mdal respectivement). La
complexité¢ du profil plasmidique était plus grande chez L. mesenteroides que
chez L. cremoris.
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Le nombre de plasmides présents dans une souche ne semblait pas étre en
corrélation  avec le profil biochimique et d'antibiorésistance : ainsi, une souche
de L. dextranicum qui ne contenait qu'un plasmide de 1,4 Mdal présentait un
profil biochimique complexe (18 sucres fermentés).

7. Leuconostocs et bactériophages

Selon GARVIE (1984), les bactéries qui se développent lentement et qui ne
sont pas susceptibles de donner de fortes populations, ne sont pas sensibles
aux attaques phagiques. Les Leuconostocs  appartiennent a ce type de bacté-
ries. Bien que les Leuconostocs soient utilisées en association avec les strepto-
coques lactiques dans les levains de fromagerie, ils ne subissent pas, normale-
ment, d'attaques  phagiques.

SOZZI et al. (1978a et 1978b) ont décrit un bactériophage de L. mesente-
roides (groupe V de GARVIE, 1960) isolé d'échantillons de petit lait et de
babeurre. Ce phage appartient au groupe B de BRADLEY.Sa multiplication a
lieu entre 17 et 33 OC. Son cycle de réplication dure 75 minutes et, dans les
meilleures  conditions de culture, le rendement dépasse 170 phages par bactérie
infectée. Depuis 1974, une souche de L. mesenteroides est utilisée industrielle-
ment comme levain dans la fabricativon de fromages a pate persillée sans
qu'aucune attaque  phagique n'ait ¢été signalée. Pour GARVIE (1984), il est
possible que les dextranes protégent la bactérie des attaques phagiques. SOZZI
et al. (1982) ont cit¢é des difficultés rencontrées dans la fermentation  malolacti-
que du vin, difficultés attribuées a la présence de bactériophages de L. oenos.

E. Utilisation des Leuconostocs

Les Leuconostocs rentrent dans la composition de la flore bactérienne  des
levains lactiques mésophiles. GALESLOOTet HASSING (1961) puis COGAN (1980)
subdivisent les levains mixtes en quatre groupes selon leur composition  en
bactéries  d'arome:

a) les levains du type B (B comme Befacoccus) contiennent des Leuconos-
tocs producteurs  d'ardbme tels que L. cremoris, L. dextranicum et/ ou L. lactis ;

b) les levains du type D contiennent S. lactis subsp. diacetylactis comme
producteur  d'aréme;

c) les levains du type BD contiennent a la fois des Leuconostocs et
S. lactis subsp. diacetylactis comme producteurs  d'ar6me;

d) les levains du type N ou O ne contiennent pas de bactéries aromati-
ques.

Les principales fonctions demandées  aux levains lactiques sont d'aprés
STADHOUDERS(1974):  la production d'acide, la protéolyse, la lipolyse, la
production de gaz et d'ardbme et l'inhibition des bactéries indésirables  (patho-
génes entre  autres).

En ce qui concerne la production d'acide, a part L. lactis qui est capable
d'acidifier le lait, les autres espéces de Leuconostoc n'acidifient le lait que trés
lentement  (SANDINE et al, 1962) ou en présence d'extrait de levure (GARVIE,
1960). C'est la raison principale pour laquelle les Leuconostocs  sont toujours
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utilisés en levains mixtes avec des bactéries lactiques acidifiantes (streptocoques
du groupe N). Si les Leuconostocs interviennent peu quantitativement dans la
production  d'acide des levains lactiques, ils jouent un réle du point de vue
qualitatif en produisant de l'acide lactique D( -) ainsi que de l'acide acétique.

1. Utilisation des Leuconostocs  comme levains d'arome

La production de diacétyle et d'acétoine est sans doute le caractere le plus
utilis¢ des Leuconostocs. Les cultures pures de Leuconostocs et de S. lactis
subsp. diacetylactis se comportent d'une fagon entiérement  différente eu égard
a la production de diacétyle et d'acétoine (COGAN, 1975). Dans du lait ou dans
du bouillon contenant du citrate, S. lactis subsp. diacetylactis  produit  du
diacétyle, de l'acétoine et consomme le citrate dés que la croissance com-
mence.

Les cultures pures de Leuconostocs utilisent le citrate trés rapidement, par
contre elles ne produisent du diacétyle et de l'acétoine que tardivement,
lorsque le milieu est devenu suffisamment acide.

WALSH et COGAN (1973) ont mesuré les quantités de citrate utilis¢é et les
productions  dans le lait a 21°C d'acétoine, de diacétyle , d'acétaldéhyde' et
d'acide lactique par différents levains mixtes (type D, B et BD). IIs ont
montré que les cultures contenant S. diacetylactis (BD et D) utilisaient le

citrate plus rapidement et produisaient plus de diacétyle , d'acétoine et d'acétal-

déhyde que les levains de type B (Leuconostocs seuls). Comme [l'avaient
montr¢ DE MAN et GALESLOOT (1962) dans les cultures de levains mixtes,
l'addition de manganése (Mn ++) stimule la croissance des Leuconostocs, mais

non celle des streptocoques et influe donc sur la vitesse de fermentation  des
citrates dans les levains contenant L. cremoris,

La croissance de L. cremoris est nettement plus lente dans les laits de
printemps  que dans les laits d'automne mais elle peut étre stimulée par
l'addition de petites quantités (de l'ordre de 10 IJ-g/kg) de manganese au lait
(STADHOUDERS, 1974 ; JENSEN et OVERBY, 1970). L'addition de manganése au
lait peut ainsi éliminer les conséquences de variations  saisonniéres  sur les
levains mixtes dans la composition desquels entrent les Leuconostocs.

La production de diacétyle par les levains mixtes est optimum a 21°C
(PACK et al, 1968). Des températures d'incubation plus élevées provoquent
une destruction plus rapide du diacétyle (LACRAMPEet WEBER, 1973). Pour ces
auteurs, la fabrication de levains et de «caillés maigres a l'aide de souches
mixtes de bactéries acidifiantes et aromatiques concentrées congelées conduit a
l'obtention  de produits d'excellente  qualité qui, grice a un apport massif de
L. citrovorum ont une teneur en diacétyle supérieure a celle des fabrications
traditionnelles.

Pour GALESLOOTet HASSING (1961) les différences des propriétés entre Str.
diacetylactis et L. cremoris sont responsables des différences constatées entre
les levains du type B et les levains du type D.

- Str. diacetylactis croit mieux dans le lait que L. cremoris, méme si l'on
tient compte de la production par les streptocoques  lactiques de substances qui
stimulent les Leuconostocs.
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- L. cremoris ne se développe pas de la méme fagon dans les laits a
différentes  saisons. Str. diacetylactis n'est pas sensible a ce phénoméne.

- Str. diacetylactis a une température  optimale supérieure & celle de Str.
cremoris. L. cremoris a une température  optimale inférieure.

- L. cremoris réduit l'acétoine et le diacétyle en butyléne-glycol, pas Str.
diacetylactis.

- L. cremoris a besoin de plus de calcium que Str. cremoris et Str.
diacetylactis.

2. Utilisation des Leuconostocs pour améliorer la structure des fromages

Les Leuconostocs  sont utilisés pour améliorer l'ouverture  des fromages.
Pour STADHOUDERS(1986), lorsque 1l'on recherche des ouvertures dans le
fromage l'emploi de levains BD est préférable car les levains BD montrent
dans le fromage une fermentation de [l'acide citrique plus active et par
conséquent  produisent plus de COz donc plus d'yeux que les levains B
(ouverture normale des fromages d'Edam et de Gouda). Dans ce cas on utilise
des souches de L. cremoris qui sont des souches faibles productrices de gaz
dans le lait. SANDINEef al. (1962) en utilisant les méthodes manométriques de
UMBREITet al. (1957) ont montré que les Leuconostocs — utilisés comme levains
produisaient ~moins de 50 I de COz sur lait pendant 4 heures a 30 OC.

En utilisant une méthode similaire UMBREIT et al. (1964), DEVOYODet al.
(1974a) ont sélectionné  sur lait supplémenté (5 % glucose) des souches de
L. mesenteroides fortes productrices de gaz (> 400 fLl1 de COz pendant 30
minutes 4 30 "C pour une population denviron 1 X 10° cellules revivifiables).
L'utilisation  de telles souches sous forme de suspensions concentrées congelées
(ACCOLAS et AUCLAIR, 1967) provoque une ouverture régulicre du caillé des
fromages & pate persillée et permet un développement  correct de Pencillium
roqueforti. Dans le cas du fromage de Roquefort, I'ensemencement était de 4 g
de suspension, contenant 1,5 X 10" bactéries par gramme, pour 100 litres de
lait (DEVOYODet al., 1974b).

3. Utilisation des Leuconostocs pour éliminer certains défauts de goiit

L'acétaldéhyde est un produit du métabolisme des streptocoques  lactiques
mésophiles.  Les souches de Str. diacetylactis en produisent plus que Str. lactis
ou Str. cremoris. Une petite quantit¢é  d'acétaldéhyde est reconnue  comme
participant 4 l'obtention d'un bon aréme; par contre une surproduction de ce
composé¢ par rapport au diacétyle provoque un défaut dit de «vert» ou
d'« acre» (LINDSAY et al., 1965). Ce défaut peut étre enrayé par l'emploi de
souches de levains qui métabolisent l'acétaldéhyde. Parmi les microorganismes
qui rentrent dans la composition des levains L. cifrovorum s'est trouvé étre le
plus actif (KEENAN et LINDSAY, 1966 ; LAWRENCEef al., 1976). Selon KEENAN
et al. (1966) il est possible d'éliminer le défaut de «vert»  d'une culture de
bactéries lactiques en utilisant les Leuconostocs ; mais pour cela il est néces-
saire d'en ajouter une grande quantité.

L'addition  de petites quantités d'une culture de L. cremoris a une culture
de bactéries lactiques n'a que peu d'effet sur la teneur en acétaldéhyde de la
culture maturée parce que la population de Leuconostocs est trés faible par
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rapport a celle de bactéries lactiques. Les quelques cellules de Leuconostocs

sont vraisemblablement rapidement  surpassées par les streptocoques qui méta-
bolisent activement, et elles doivent s'adapter pour se développer et croitre
dans de nouvelles conditions. LOOE et TUFTO (1973) ont montré que Ila
proportion  de Str. diacetylactis et de L. citrovorum augmentait lorsque la
température  d'incubation  des cultures mixtes s'élevait de 18 a 24 "C. Toutefois,

dans les levains mixtes, ne contenant pas S. diacetylactis, la proportion  de
L. citrovorum était peu affectée par la température  d'incubation. De plus, les
streptocoques lactiques sont capables de métaboliser des substances antibioti-
ques qui inhibent ou restreignent la croissance et la multiplication de L. cre-
moris (Koov et PETTE, 1952 ; MARTH, 1962 ; KOZAK et al., 1978).

4. Autres utilisations

Les dextranes produits par L. mesenteroides associees a l'épichlorhydrine
ont ¢été utilisés dans les procédés de filtration sur gel de concentration ou de
récupération  de protéines a partir de lactosérum de fromagerie (LAWFORO et
al., 1979).

L. mesenteroides a été associé a Xanthomonas campes tris pour produire
des Dbouillons visqueux a partir de lactosérum  supplémenté en saccharose
(SCHWARTZet BOOIE, 1984).

5. Perspectives

Les Leuconostocs  sont susceptibles de jouer de nombreux rdles positifs en
technologie  laiticre, beurriere ou fromagére. Mais une certaine méconnaissance
de leur physiologie a pour conséquence, trés souvent, une mauvaise utilisation

de ces microorganismes. On peut qualifier les Leuconostocs de microorga-
nismes « associatifs stricts» quel que soit le role qui leur est demandé, il s'agit
d'un r6le complémentaire. Des interactions entre les Leuconostocs et les

levains lactiques vont dépendre le rendement, la réussite de l'utilisation  des
Leuconostocs. KEENAN ef al. (1966) ont trés bien montré l'importance des
interactions  entre bactéries lactiques et Leuconostocs et la nécessit¢é de mainte-
nir un certain rapport entre ces microorganismes pour que les Leuconostocs
puissent exprimer pleinement  tout leur métabolisme. Dans ce cas précis il
s'agissait de la transformation de l'acétaldéhyde en éthanol.

L'utilisation des Leuconostocs sous forme de suspensions  concentrées
congelées permet en grande partie de pallier l'inconvénient de cultures mixtes
ou trés souvent les Leuconostocs se trouvent défavorisés. Cette forme d'utilisa-
tion est d'autant plus intéressante  que les souches de Leuconostocs gardent
sous cette forme leur activit¢ physiologique pendant  plusieurs mois, qu'il
s'agisse de la propriété de produire du gaz (DEVOYOO et al, 1974b) ou de
produire  du diacétyle (OBERMAN et al, 1986). Le résultat de l'action des
Leuconostocs  ne dépend pas seulement des bactéries lactiques des levains ou
de la flore naturelle des laits mais également de la flore non lactique. Certains
microorganismes comme les streptocoques du groupe D (DEVOYOOet DESMA-
ZEAUO, 1970) ou les Ilevures (DEVOYOO et MULLER, 1969) ont wune action
stimulante  vis-a-vis des Leuconostocs, d'autres comme les microcoques  caséoly-
tiques peuvent avoir une action inhibitrice (DEVOYOOet al., 1972). L'utilisation
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des Leuconostocs sous forme de suspensions concentrées congelées permet
d'éviter en partie ces interactions.

La propriété des Leuconostocs de produire des substances inhibitrices n'est
pas présentement volontairement utilisée. Il devrait y avoir 1& une perspective
d'autant plus intéressante que les microorganismes les plus inhibés appartien-
nent au genre Pseudomonas,  microorganismes qui posent bien des problémes
actuellement en technologie laitiére et fromagére par suite de leur prolifération
dans les laits refroidis, par exemple.

Conclusion

Parmi les bactéries lactiques, les Leuconostocs, a part peut-étre L. eremo-
ris, sont certainement les microorganismes les moins bien connus bien que
possédant des qualités complémentaires de celles des autres bactéries lacti-
ques; leur utilisation dans de nombreux secteurs de la technologie laitiére
n'est encore que trés fragmentaire, pour ne pas dire nulle.

Une meilleure connaissance de leur physiologie, des phénoménes d'asso-
ciation avec les streptocoques lactiques et (ou) les lactobacilles mésophiles,
devrait leur permettre d'atteindre, au niveau des levains industriels, 1'impor-
tance qu'ils ont dans la flore lactique des produits laitiers fabriqués a partir de
lait cru.
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