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Introduction 

La présence de microflores d'altération ou de micro-organismes pathogènes reste encore un 

souci majeur dans le domaine alimentaire. La conservation des aliments utilise un large panel 

d'opérations unitaires faisant appel à des méthodes physiques, telles que la pasteurisation, la 

congélation, le stockage en atmosphère contrôlée, l'ionisation ou la réduction de l'aw, 

chimiques, telles que l'addition de nitrites ou de sulfites, et biologiques. Cependant, ces 

procédés modifient parfois défavorablement les propriétés fonctionnelles et/ou 

organoleptiques des produits. Une nouvelle génération d'aliments a émergé, souvent 

conservés sous-vide ou en atmosphère modifiée (Chen et Hotchkiss, 1993) ou en réfrigération 

et ne contenant qu'une très faible concentration de conservateurs, mais présentant de ce fait un 

risque potentiel de contamination par des flores psychrotrophes d'altération ou pathogènes.  

 

Le système lactoperoxydasique (LP-s) est composé de la lactoperoxydase (LPO, EC 1.11.1.7) 

et de ses deux substrats, le peroxyde d�hydrogène (H2O2) et le thiocyanate (SCN-). La LPO 

catalyse la peroxydation du SCN- en présence d�H2O2, soit apporté de manière endogène 

(Korhonen et Reiter, 1983) soit produit par le système glucose oxydase (GOD, EC 

1.1.3.4)/glucose. Cette réaction génère des produits réactifs possédant un large spectre 

antibactérien (Aune et Thomas, 1977 ; Reiter et Härnulv, 1984 ; Reiter, 1985 ; Reiter et 

Perraudin, 1991). 

 

Le LP-s est naturellement présent dans le lait cru et en est l'un des principaux générateurs 

d�agents antibactériens (Björk, 1978 ; Reiter et Härnulv, 1984 ; Reiter, 1985 ; de Witt et van 

Hooydonk, 1996 ; Haddadin et al., 1996). Grâce à la FAO (Food Agricultural Organization ; 

Organisation des Nations Unis pour l'Alimentation et l'Agriculture), à l'OMS (l'Organisation 

Mondiale de la Santé), au Codex alimentarius, à la FIL (Fédération Internationale de 

Laiterie), des recherches ont été menées dans le but d'utiliser le LP-s, moyen peu coûteux, 

pour aider à la conservation du lait cru dans les pays en voie de développement.  

 

De nombreux travaux ont étudié les applications potentielles dans divers domaines du LP-s. 

En aquaculture, ce bio-conservateur permet de réduire la mortalité d'environ 30 % lors du 

sevrage des jeunes poissons (Van Hooijdonk et al., 2000) et de lutter efficacement contre les 

infections du pou de mer (Kussendrager et van Hooijdonk, 2000). Plusieurs études ont 



Y. ADOLPHE  Introduction 

 2

démontré l'effet conservateur du LP-s sur la viande, et dans le cas de l'Australie, cela a 

conduit à une autorisation de son utilisation pour la conservation de la viande au cours de son 

importation et son exportation (Kennedy et al., 2000 ; McLay et al., 2002 ; Elliot et al., 2004). 

Depuis 2003 par autorisation de l'AFSSA (Agence Française de Sécurité Sanitaire des 

Aliments), le LP-s peut être utilisé en tant qu'auxiliaire technologique pour le traitement des 

salades de la  IVème gamme. 

 

En 1991, suite à de nombreuses études permettant l'utilisation légale du système 

LPO/GOD/glucose/SCN-, ce dernier a été classé par le Codex alimentarius dans la catégorie 

des agents de lutte contre les micro-organismes (CAC/GL 13-1991). 

 

Cette étude a pour objectif d'étudier le fonctionnement du LP-s afin d'en améliorer l'effet 

antibactérien et de valider l'effet inhibiteur sur la croissance de différentes souches en milieu 

de laboratoire et dans un aliment. A terme, l'objectif est de maîtriser les flores d'altération et 

les flores pathogènes afin d'assurer la qualité et la sécurité des aliments. 

 

Les valeurs des différentes concentrations de chacun des composés du LP-s, retrouvées dans 

la littérature, rendent difficiles le choix du LP-s "type" et indispensable une étude approfondie 

du fonctionnement de ce système. L'utilisation de plans d'expériences, par l'utilisation des 

réseaux uniformes de Doehlert, servira à comprendre le fonctionnement global du système, de 

mettre en évidence les interactions qui peuvent intervenir au sein du système complet et 

d'optimiser les concentrations des différents constituants du LP-s afin d'obtenir une 

peroxydation maximale du SCN-. L�O2 est l�un des substrats du système GOD/glucose, mais 

sa concentration optimale pour l�efficacité maximale du LP-s n�a jamais été déterminée ; 

l'impact de sa teneur sur la peroxydation du thiocyanate sera mesuré.  

 

Le poisson est une des denrées alimentaires la plus périssable. Son altération, phénomène qui 

apparaît dès les premières heures qui suivent sa capture, est liée à ses caractéristiques 

biochimiques et à sa microflore spécifique. Cette flore très complexe est composée d�espèces 

pathogènes et d�altération. Listeria monocytogenes est une bactérie pathogène majeure par 

l'importance de sa fréquence dans les maladies ayant pour origine un produit issu de la pêche 

et/ou par la virulence de la souche. Trois souches, Brochothrix thermosphacta, 

Carnobacterium maltaromaticum et Shewanella putrefaciens représentent les espèces 

caractéristiques de différents niveaux de l'altération du poisson. L'efficacité du LP-s sera 
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testée vis-à-vis de ces quatre espèces, en cultures pures et en culture mixte, en milieu de 

laboratoire et dans un milieu modèle à base de filets de truites arc-en-ciel issues d'aquaculture 

continentale. L'altération de la chair du poisson sera mesurée par l'analyse des acides gras par 

chromatographie en phase gazeuse. 

 

 

 

Ce travail a fait l'objet de :  

Publication dans une revue internationale 

Y. Adolphe, M. Jacquot, M. Linder, A.-M. Revol-Junelles, J.-B. Millière. Optimisation 

of the combination of the inhibitory potentiality of glucose oxidase and lactoperoxidase 

systems by Response Surface Methodology approach. Journal of Applied Microbiology, mai 

2006. 100 (5) : 1034-42. 

 

Communication écrite avec acte  

Y. Adolphe, A.-M. Revol-Junelles, J.-B. Millière.  Effet inhibiteur du LP-s sur la croissance de 

Shewanella putrefaciens. Séminaire de l�Ecole Doctorale, 2005 (Nancy). 

 

Communication écrite   

Y. Adolphe, M. Linder, A.-M. Revol-Junelles, J.-B. Millière. Inhibitory activity of LP-s on 

Listeria monocytogenes. VIème  congrès de la Société Française de Microbiologie (SFM), 10-12 

mai 2004 (Bordeaux). 
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Chapitre 1 : Revue bibliographique 

I. Le système lactoperoxydasique (LP-s) 

I.1. Les composants  

I.1.1. La lactoperoxydase 

Les peroxydases sont des enzymes à noyau hème qui utilisent le peroxyde d'hydrogène 

comme accepteur d'électron pour catalyser des réactions d'oxydation (O'Brien, 2000). Les 

peroxydases sont présentes chez les bactéries, les moisissures, les levures, les plantes et les 

animaux. Elles peuvent être classées selon des critères structuraux. Les principales 

peroxydases sont la myéloperoxydase, la peroxydase éosinophile, la lactoperoxydase (LPO), 

la peroxydase thyroïdienne et la prostaglandine H synthase. 

 

La lactoperoxydase (LPO, EC : 1.11.1.7) est, après la xanthine oxydase, l'oxydase la plus 

abondante dans le lait de vache. Présente à des concentrations de l'ordre de 10 à 30 mg.l-1, elle 

constitue environ 1 % des protéines du lactosérum (Reiter, 1985). C'est une glycoprotéine 

cationique de 78,5 kDa formée d'une chaîne polypeptidique de 612 acides aminés, comportant 

10 % de groupements carboxyles (Dull et al., 1990 ; Kussendrager, 1994). Son point 

isoélectrique est égal à 9 (Marcozzi et al., 1998). Environ 12 % de sa structure est non 

organisée, 23 % organisée en hélice α et 65 % en hélice β. 

 

Le groupement hème représente le centre catalytique de la molécule. Un ion Ca2+ est lié à la 

molécule et semble avoir une importance dans la stabilité de la conformation de l'enzyme. Le 

résidu histidine, présent au centre de la molécule, sert de lien avec l'atome de fer du noyau et 

participe au transfert d'électrons lors des réactions avec l'ion thiocyanate (SCN-) et l'ion iodure  

(I-) (de Witt et van Hooydonk, 1996). 

 

La lactoperoxydase est l'une des enzymes du lait la plus thermorésistante (Griffiths, 1986). Sa 

dénaturation est possible à des températures supérieures à 73 °C (de Witt et van Hooydonk, 

1996). Une pasteurisation de 2 s à 72 °C en tampon acétate provoque une perte d'activité de 

34 %  ; une perte totale d'activité est observée lorsque le temps de chauffage à 72 °C dure 2 

min. Dans le lait cru, dans les mêmes conditions de chauffage de 2 s et 2 min à 72 °C, une 

perte d'activité de respectivement seulement 2 et 15 % est enregistrée et une dénaturation 
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totale est obtenue pour un chauffage à 76 °C durant 2 min (de Witt et van Hooydonk, 1996). 

Elle est totalement inactivée après un traitement du lait cru à 80 °C � 15 s (Barrett et al., 

1999). La thermorésistance de la lactoperoxydase dans du tampon à pH 6,4 peut être restaurée 

par l'ajout de CaCl2  ; les mêmes résultats que ceux observés dans le lait cru sont alors 

obtenus, confirmant ainsi la contribution des cations bivalents (Ca2+) dans l'intégrité 

structurale de l'enzyme (Kussendrager et van Hooijdonk, 2000). La force ionique joue un rôle 

majeur dans la stabilité thermique de la lactoperoxydase. Alors que l'augmentation excessive 

de la température est connue pour altérer les interactions hydrophobes, l'augmentation de la 

force ionique conduit à une stabilisation de ces interactions qui sont primordiales dans la 

stabilité conformationnelle de ces protéines (Creighton, 1984). 

 

L'activité optimale de la lactoperoxydase est observée à des valeurs de pH comprises entre 5,0 

et 6,5 (Reiter et al., 1976 ; Wever et al., 1982 ; Hernandez et al., 1990). En présence de NaCl, 

le pH optimum se situe entre 3,4 et 5,0 (Sanchez, 1990). La présence de sel provoquerait une 

variation du degré d'ionisation du substrat et du site actif permettant une meilleure formation 

du complexe enzyme/substrat (Dixon et Webb, 1964). 

 

La lactoperoxydase peut être dénaturée par le peroxyde d'hydrogène (H2O2). Son activité 

diminue avec l'augmentation de la concentration en H2O2 ; un optimum d'activité est observé 

à des concentrations comprises entre 0,1 et 0,2 mM. Des concentrations supérieures à 1 mM 

inhibent son activité (Hernandez et al., 1990). 

 

La peroxydation du SCN- par la lactoperoxydase est réalisée suivant 3 cycles différents qui 

dépendent des concentrations en SCN- et en H2O2 (Figure 1, Tableau 1). Lorsque la 

concentration en SCN- est suffisante, la réaction a lieu avec transfert de deux électrons et 

production du composé I, correspondant à une activation optimale de la lactoperoxydase. 

Lorsque la concentration en SCN- est insuffisante (inférieure à 0,3 µM), la réaction a lieu avec 

transfert d'un seul électron et accumulation du composé II et inactivation réversible de 

l'enzyme. Lorsque l'H2O2 est en excès (supérieur à 0,5 mM), un composé III se forme et réagit 

avec le composé II  ; l'enzyme est inactivée de manière irréversible (Kohler et Jenzer, 1989 ; 

Jantschko et al., 2005). 
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                2 e- 

 (1) LPO (Fe2+)  +  H2O2   composé (Fe3+)I + H20 

    e- 

 (2) composé I     composé II 

 (3) composé II  +  H2O2   composé III 

     O2 

 (4) composé III    enzyme ferreuse (Fe3+) 

 (5) enzyme ferreuse (Fe3+)  +  H2O2  LPO (Fe4+)  +  OH-  +  .OH 

 (6) LPO (Fe4+)  +  .OH   clivage du cycle porphyrique   

Figure 1 : Réactions d'inactivation de la lactoperoxydase en présence d'un excès de peroxyde 
d'hydrogène (Kohler et Jenzer, 1989 ; Jantschko et al., 2005) 
 
 

Réactions Conditions Conséquences 

1 [SCN-] suffisante Activation optimale 

2 [SCN-] < 0,3 µM Inactivation réversible de la LPO 

3 à 6 Excès d'H2O2 (> 0,5 mM) Inactivation irréversible de la LPO 

Tableau 1 : Conséquences des concentrations initiales des substrats sur l'activation de la LPO 
 
Le substrat privilégié de la lactoperoxydase est l'ion thiocyanate. Cette enzyme peut 

également oxyder d'autres halogénures tels que l'ion bromure (Br-), l'ion chlorure (Cl-) ou l'ion 

iodure (I-) (Revol-Junelles et al., 2001 ; Cailliez-Grimal et al., 2002). Carlsson (1983) a 

déterminé les vitesses de réaction en présence des différents substrats par un suivi de la 

disparition d'H2O2. La réaction est beaucoup plus rapide en présence de I- que de Br-. Le pH 

optimum en présence de SCN- ou de Br- est de 4,5 et de 6,8 en présence de I- (Ferrari et al., 

1995). 

 

I.1.2. La glucose oxydase 

La glucose oxydase (ß-D glucose oxygène 1-oxydoréductase, GOD) appartient à la famille 

des oxydo-réductases (EC.1.1.3.4). C'est une flavoprotéine homodimérique glycosylée 

(Aspergillus niger, Penicillium notatum) ou non glycosylée (Phanerochaete chrysosporium). 

La glucose oxydase d'Aspergillus niger a une masse molaire de 160 kDa et contient 16 % de 

groupements carboxyles (Haouz et al., 2001). Cette protéine acide a un point isoélectrique de 

4,2 (Swoboda et Massey, 1965). Chaque monomère est constitué de 583 acides aminés et 
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possède un pont disulfure qui participe probablement à l'activité enzymatique. Il contient une 

mole de fer et une mole de FAD (Frederick et al., 1990 ; Wolfson et Sumner, 1993). 

L'enzyme est active sur une gamme de pH comprise entre 4 et 7, avec un optimum à pH 5,5 

(Haouz et al., 2001). 

 

La GOD catalyse l'oxydation du D-glucose en présence d'oxygène en δ-gluconolactone 

secondairement transformée en acide gluconique. Cette réaction s'accompagne de la libération 

d'H2O2 (Figure 2). 

 

           ß-D- Glucose    O2  H2O 

 

          GOD (FAD) 

                       Catalase contaminant la GOD 

          D-glucono-δ-lactone  H2O2 

    H2O 

 Acide D-gluconique 

Figure 2 : Réaction d'oxydation du glucose en présence d'oxygène catalysée par la GOD 
(Wolfson et Sumner, 1993 ; Haouz, 1994) 
 

La GOD possède une activité catalasique contaminante qui catalyse la décomposition du 

peroxyde d'hydrogène en molécules d'eau et d'oxygène. La réaction prédominante entre la 

décomposition du peroxyde d'hydrogène et l'oxydation du donneur de proton dépend de la 

concentration en donneur (Reiter et al., 1964 ; Wolfson et Sumner, 1993).  

La catalase est une protéine tétramérique ayant un poids moléculaire de 240 kDa. Chaque 

sous-unité a un noyau protohème qui contient un atome de fer. Son pH optimum d'activité se 

situe  entre 6 et 7,5 (Bermeyer, 1983). La catalase couplée à la GOD est utilisée en industrie 

alimentaire pour l'élimination du peroxyde d'hydrogène résiduel. 

 

En solution, la GOD perd rapidement son activité entre 30 et 40 °C pour être totalement 

inactive à 50 °C  ; une partie de l'activité est retrouvée si l'enzyme est placée à température 

ambiante. Cette activité résiduelle diminue lorsque la température augmente et disparaît à  

70 °C. La dénaturation est réversible lorsque l'augmentation de température n'entraîne que des 

modifications conformationnelles ; elle est irréversible lorsque les modifications sont 
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chimiques. Les deux états sont liés car le taux de modification chimique dépend du 

débobinage de la protéine (Mitsuhiko et al., 1999).  

 

La dénaturation thermique de la GOD est en relation avec le pH de la solution. Plus l'enzyme 

est active, plus sa dénaturation thermique est faible. C'est donc au pH optimum de l'enzyme 

que la dénaturation sera la plus faible (Haouz, 1994). 

 

L'immobilisation de l'enzyme est souvent employée pour améliorer la thermotolérance de la 

GOD. Malheureusement, des problèmes d'inhibition par l'H2O2 existent et freinent le 

développement économique de ces études (Pitcher, 1980). 

 

La principale application de la GOD est son utilisation en tant que biocapteur, associée ou non 

à une peroxydase, afin de mesurer le taux de glucose ou le taux d'oxygène. En effet, la GOD 

fut la première enzyme à être immobilisée dans les années 60 (Haouz, 1994).  

Certaines recherches du laboratoire ont permis de créer des microbilles sèches actives par 

encapsulation du système complet et présentant une activité antibactérienne contre huit 

souches, dont Listeria monocytogenes. Cette technique d'immobilisation présente des intérêts 

en agroalimentaire, en cosmétique ou encore en chimie (Jacquot et al., 2002). 

 

La GOD est aussi appréciée pour sa capacité à réduire le taux d'oxygène ou de glucose dans 

les aliments ou les boissons. Cette consommation d'oxygène présent dans les aliments permet 

d'empêcher le changement de couleur, d'arôme et de goût de ces derniers pendant la 

transformation, le transport ou le stockage (Wiseman, 1987 ; Rando et al., 1997). Elle peut 

être utilisée pour augmenter le temps de conservation de certaines denrées. Par exemple, la 

GOD peut être utilisée pour prolonger le temps de conservation des crevettes entre 0 et  

2 °C (Dondero et al., 1993). D'autres études ont montré que l'utilisation du système 

GOD/glucose pouvait allonger la durée de conservation du poisson de 67 % (Field et al., 

1986). 

 

I.1.3. Le thiocyanate 

Comme la LPO, le thiocyanate est naturellement présent dans les tissus et les sécrétions des 

mammifères (lait, salive, sécrétions thyroïdiennes). Dans le lait, les concentrations en 

thiocyanate varient selon le type d'animal (4,5 ppm pour la chèvre et jusqu'à 10 mg.kg-1 pour 
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la vache), son alimentation et la période de lactation (Weuffen et al., 1982 ; Zapico et al., 

1991). Les deux sources majeures de thiocyanate sont les glucosinolates et les glucosides 

cyanogéniques. Les plantes du genre Brassica (famille des crucifères) telles que le choux, les 

céréales, comme le maïs, ou encore les pommes de terre en sont particulièrement riches 

(Wolfson et Sumner, 1993). 

 
Des essais ont été réalisés pour augmenter la teneur en thiocyanate du lait de vache en 

enrichissant leur alimentation en végétaux riches en précurseurs de thiocyanate (Bibi et 

Bachmann, 1997). Malheureusement, l'excès de thiocyanate est éliminé dans les urines. Il 

apparaît donc que les taux de thiocyanate dans les sécrétions sont dépendants de l'alimentation 

mais aussi des capacités d'élimination de l'animal qui vont contrôler ce taux. 

 

I.1.4. Le peroxyde d�hydrogène 

Le peroxyde d'hydrogène est un agent stérilisant, fortement toxique. Il est capable d'inactiver 

les enzymes par oxydation d'acides aminés tels que des résidus tryptophane, tyrosine, 

histidine, méthionine et cystéine (Neumann, 1967). L'inconvénient majeur de son utilisation 

dans les aliments est dû au fait  qu'il est à l'origine d'altérations, de flaveurs oxydées et de 

phénomènes de blanchiment. Dans le lait, il peut être naturellement produit, sous l'action 

d'oxydases, par les leucocytes polymorphonucléaires. Ces derniers génèrent de l'H2O2 jusqu'à 

une concentration de 60 µM par million de polymorphonucléaires. Il peut également être 

produit par le biais d'enzymes de type flavo-oxydases qui utilisent l'oxygène moléculaire avec 

transfert de deux électrons. Ce type d'enzyme existe dans le lait, la xanthine oxydase étant la 

plus abondante (20 mg.l-1). Cette enzyme est peu spécifique vis-à-vis de ces substrats qui 

peuvent être l'hypoxanthine mais aussi de nombreux aldéhydes. Son activité est augmentée 

par la réfrigération qui libère l'enzyme des globules gras sur lesquels elle est liée. Après la 

traite, elle produit dans le lait du peroxyde d'hydrogène. 

 

Les bactéries lactiques (catalase négative) peuvent également produire du peroxyde 

d'hydrogène, dans des conditions aérobies, jusqu'à 140 µM (Juven et Pierson, 1996). La 

sélection de bactéries lactiques pour l'industrie laitière a permis de mettre en évidence des 

souches fortement productrices qui accumulent du peroxyde d'hydrogène pendant les 12 

premières heures d'incubation. Une diminution des concentrations en peroxyde est tout de 

même observée lorsque les cultures vieillissent. 
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La Fédération Internationale de Laiterie (FIL/IDH, 1988) recommande l'activation du système 

LP pour la préservation du lait sous certaines conditions climatologiques ou technologiques, 

par production du peroxyde d'hydrogène lors de la dissolution du percarbonate de sodium 

(Na2CO3·1,5 H2O2). Le peroxyde d'hydrogène peut se conserver à l'état solide soit sous forme 

de peroxyde d'urée, soit sous forme de peroxydes métalliques tels que les peroxydes de 

sodium, de magnésium ou de calcium. L'activation de la lactoperoxydase au moyen de ces 

substances a d'ailleurs été préconisée par Björk et al. (1979). L'inconvénient majeur de ces 

peroxydes métalliques est que même conservés solides sous atmosphère inerte, ils libèrent des 

concentrations de peroxyde d'hydrogène qui inactivent la LPO. Il est donc primordial de 

parvenir à libérer le peroxyde d'hydrogène à un flux faible et constant tout en le maintenant à 

un seuil de concentration tel que l'enzyme puisse produire l'anion hypothiocyanite en 

concentrations suffisantes. Une alternative intéressante à l'ajout de peroxyde d'hydrogène 

consiste en l'utilisation d'un système enzymatique générateur d'H2O2 de type glucose-

oxydase/glucose (Wolfson et Sumner, 1993). 

 

La première utilisation d'un générateur enzymatique remonte aux années 85�90. L'intérêt de 

l'utilisation d'un système enzymatique, plutôt que l'ajout direct d'H2O2, repose sur la libération 

progressive du peroxyde, ce qui permet le maintien de l'activité lactoperoxydasique dans le 

temps (Shandholm et al., 1988). 

 

I.2. Fonctionnement  

Les premières hypothèses sur le mode d'action du système ont été émises après la mise en 

évidence du pouvoir antibactérien de l'hypothiocyanite. L'activité du LP-s a été testée sur des 

cellules d'Escherichia coli sauvages et des cellules dont la membrane était altérée par action 

de l'EDTA ou par un choc osmotique. L'altération de la membrane favorisant l'action du 

système, la localisation du site d'action de OSCN- a été supposée être au niveau de la 

membrane plasmique (Thomas et Aune, 1978a). 

 

Les études suivantes ont montré que le système LP agit par le biais de dommages 

membranaires et par l'inhibition d'enzymes cytoplasmiques. Ces dommages sont dus à la 

fixation de l'hypothiocyanite aux groupements SH libres des protéines membranaires et des 

enzymes clés du métabolisme (Figure 3). La fixation de l'OSCN- entraîne une modification du 

gradient de pH et une fuite d'ions potassium et d'acides aminés. Il en résulte une perturbation 
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des activités cellulaires faisant intervenir des protéines, une inhibition de la chaîne respiratoire 

et un dérèglement de la synthèse d'ADN et d'ARN (Reiter et Härnulv, 1984 ; Reiter et 

Perraudin, 1991 ; Hui, 1993 ; Kussendrager et van Hooijdonk, 2000).  

 

Les effets du système sur le métabolisme bactérien incluent la réduction de la prise d'oxygène 

(Oram et Reiter, 1966), la réduction de la production du lactate par les micro-organismes 

fermentants (Tenovuo et al., 1981), l'inhibition d'enzymes clés du métabolisme telles que 

l'hexokinase et la glycéraldéhyde-3P-déshydrogénase (Marshall et Reiter, 1980 ; Adamson et 

Pruitt, 1981 ; Law et John, 1981), l'inhibition de la prise de glucose (Mickelson, 1977), 

l'altération de la membrane cytoplasmique avec libération d'ions potassium, d'acides aminés et 

de polypeptides (Marshall et Reiter, 1980 ; Law et John, 1981) et l'inhibition de la synthèse 

protéique (Mickelson, 1977 ; Reiter, 1978). 

 

Certaines observations montrent l'inhibition du transport des acides aminés chez Lactobacillus 

acidophilus (Clem et Klebanoff, 1966 ; Slowey et al., 1968) et chez Streptococcus mitis 

(Hamon et Klebanoff, 1973) et du transport du glucose chez Streptococcus agalactiae 

(Mickelson, 1977). 

 

 

 
Figure 3 : Mode d'action du système lactoperoxydasique complet (Thomas et Aune, 1978b) 
 
Les produits finaux de l'oxydation du thiocyanate par la LPO dépendent de la méthode utilisée 

pour produire le peroxyde hydrogène ainsi que de la proportion relative en substrats 

(Dionysius et al., 1992). Lorsque l'H2O2 est formé par le système enzymatique, le rapport 

stoechiométrique H2O2/SCN- assure que l'OSCN- est le principal produit d'oxydation formé, 

l'O3SCN- ainsi que d'autres oxyanions sont aussi formés.  

 

H2O OSCN -

Glucose O2 

Acide 
gluconique 

H2O2 

GOD

LPO 

SCN - HOS - protéine 

HS - protéine 

Protéine � S - SCN 
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Aujourd'hui, le mécanisme d'action exact du système n'est toujours pas parfaitement élucidé, 

son efficacité dépendant de la concentration de substances antibactériennes produites, des 

substrats employés et du mode de génération du peroxyde d'hydrogène. 

 

I.3. Activités antibactériennes  

En plus de l'activité antibactérienne, l'activité inhibitrice du LP-s a été rapportée contre les 

virus (Belding et al., 1970), les mycoplasmes (Reiter et al., 1981), les parasites (Nogueria et 

al., 1982) ainsi que contre certaines levures et moisissures (Popper et Knorr, 1997 ; Cailliez-

Grimal et al., 2002). 

 

Il semble que la paroi cellulaire des bactéries Gram-positives soit un obstacle plus grand à 

l'action de l'ion hypothiocyanite que ne l'est la paroi cellulaire des bactéries Gram-négatives. 

Les résultats sont variables selon le système de production de l'H2O2 et selon les différentes 

conditions expérimentales (milieu de culture, température d'incubation, pH,�).  

Les activités inhibitrices des différents systèmes lactoperoxydasiques avec un apport initial 

d'H2O2, sont énumérées dans le Tableau 2. Les différents LP-s de la littérature utilisant une 

production progressive d'H2O2 par le système glucose/GOD, sont détaillés dans le Tableau 3. 

L'efficacité antibactérienne, bactériostatique ou bactériolytique, dépend des conditions 

expérimentales comme le montrent Marshall et Reiter (1980), Dionysius et al. (1992),  Bosch 

et al. (2000), Garcia-Graells et al. (2000), Kennedy et al. (2000), Revol-Junelles et al. (2001), 

McLay et al. (2002) et Dufour et al. (2003) pour Escherichia coli  ; Denis et Ramet (1989), 

Bibi et Bachmann (1990), Rodriguez et al. (1997), Boussouel et al. (2000), Garcia-Graells et 

al. (2000), Kennedy et al. (2000), Revol-Junelles et al. (2001) et Dufour et al. (2003) pour 

Listeria monocytogenes ; Bosch et al. (2000) et  Dufour et al. (2003) pour Pseudomonas 

aeruginosa ; Bosch et al. (2000), Kennedy et al. (2000) et McLay et al. (2002)  pour 

Staphylococcus aureus ; Jago et Morrison (1962) et Mickelson (1966) pour Streptococcus 

pyogenes. 

 

L'analyse des différentes conditions expérimentales montre que ces différents systèmes sont 

difficilement comparables entre eux. De plus certaines données manquent de précisions, 

comme certaines activités enzymatiques, ce qui rend plus difficile l'analyse comparative. Par 

ailleurs, le panel de concentrations des substrats est très large et les rapports enzyme/substrat 

sont disproportionnés. Une comparaison des études réalisées au sein du laboratoire 
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(Boussouel et al., 2000 ; Revol-Junelles et al., 2001) avec les autres données de la littérature 

montre que les concentrations de LPO utilisées varient du simple au triple, de 5000 UI.l-1 pour 

Boussouel (2000) à 14000 UI.l-1 pour Dionysius et al. (1992). Les concentrations de GOD 

employées sont réparties également sur une gamme très large, de 42 UI.l-1 (Revol-Junelles et 

al., 2001) à 984 UI.l-1 (Kennedy et al., 2000). Il en est de même pour le glucose et le SCN-, 

dont les concentrations sont comprises respectivement entre 0,013 (Dufour et al., 2003) et 

19,59 mg.l-1 (Bosch et al., 2000), et entre 2,24 (Dionysius et al., 1992) et 500 mg.l-1 (McLay 

et al., 2002).  La gamme des valeurs de pH est proche de la neutralité, de 5,0 (Bosch et al., 

2000) à 7,8 (Kennedy et al., 2000 ; McLay et al., 2002 ; Dufour et al., 2003). De ce fait, les 

effets antibactériens obtenus sont eux-mêmes difficilement comparables.  

 

 

Auteurs Souches Effet  
antibactérien 

Jago et Morrison, 1962 
Lactococcus lactis subsp. cremoris, 

Streptococcus pyogenes, Enterococcus 
faecalis, Streptococcus mutans 

bactériostatique 

Mickelson, 1966 Streptococcus agalactiae 
Streptococcus pyogenes 

bactériostatique 
bactériolytique 

Björk, 1978 Flore du lait cru bactériostatique 
bactériolytique 

Marshall et Reiter, 1980 Escherichia coli 
Lactococcus lactis subsp. lactis 

bactériolytique 
bactériostatique 

Bibi et Bachmann, 1990 Listeria sp. bactériostatique 

Haddadin et al., 1996 Flore du lait cru bactériostatique 
bactériolytique 

Rodriguez et al., 1997 * Listeria monocytogenes bactériolytique 

Garcia-Graells et al., 2000 ** Listeria innocua, Escherichia coli bactériostatique 

Benoy et al., 2000 Aspergilus niger, Aspergilus flavus, 
Candida albicans 

Zone d'inhibition sur gélose 
importante 

Tableau 2 : Comparaison de l'activité inhibitrice des différents systèmes LPO/H202/ 
SCN- utilisés dans la littérature 
* : utilisation de bactériocine en association avec le système lactoperoxydasique, ** : utilisation d'une haute 
pression en association avec le système lactoperoxydasique 
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Les conditions opératoires choisies sont cependant déterminantes sur l'effet antibactérien du 

système. En effet dans le cas de L. monocytogenes, Boussouel et al. (2000), Kennedy et al. 

(2000), Revol-Junelles et al. (2001) et Dufour et al. (2003) ont mis en évidence un effet 

bactériostatique sur cette souche, avec des concentrations des composants du LP-s très 

différentes et avec des expérimentations réalisées autant dans des milieux de laboratoire que 

dans le lait. Plus récemment, Touch et al. (2004) ont mis en évidence un effet bactériostatique 

du système sur la croissance de certaines souches du genre Salmonella, mais le manque de 

détails sur les modes opératoires ne permet pas les comparaisons. 

 

I.4. Applications et utilisations  

Le rôle naturel exact de la LPO est mal connu mais il consiste probablement en une 

désinfection du canal gastro-intestinal du veau lors de la tétée (Shandholm et al., 1988). 

Prieels et al. (1989) ont réalisé une étude du LP-s sur le veau. Le modèle in vivo consistait à 

contaminer les veaux avec la souche d'E. coli 510 et à les traiter ensuite avec le LP-s. Pour 

une concentration précise en lactoperoxydase, il était possible d'éviter le déclenchement de la 

diarrhée et de maintenir le veau sous alimentation lactée malgré une infection sévère par les 

colibacilles. De même, après apparition de la diarrhée provoquée par la bactérie, la 

lactoperoxydase était capable de faire régresser ce symptôme dans les 24 h et de freiner la 

croissance de la souche dans l'intestin, sans pour cela modifier le régime alimentaire. De plus 

les souches des matières fécales ne présentaient pas de différence notable entre les veaux 

traités et ceux non traités.  

 

De nombreux essais ont été réalisés sur la préservation des qualités hygiéniques du lait cru 

(Reiter et al., 1964 ; Björck et al., 1979 ; Korhonen, 1980 ; Kamau et Kroger, 1984 ; 

FIL/IDH, 1988 ; Metwally et Nasr, 1992 ; Haddadin et al., 1996 ; Seifu et al., 2005) et sur les 

conséquences de cette action de conservation sur des produits tels que le fromage frais (Lara 

et al., 1987), le cheddar, les yaourts et le beurre (Zall et al., 1983). Des essais effectués sur le 

cottage cheese et sur le lait ont montré l'efficacité du système dans la régression d'une 

contamination due à Pseudomonas sp., à E. coli sp. et à Salmonella Typhimurium. Il en a été 

de même pour le lait maternisé contaminé par S. Typhimurium (Reiter et al., 1976 ; Zall et al., 

1983 ; Garcia-Graells et al., 2000 ; Garcia-Graells et al., 2003 ; Seifu et al., 2004 ; Touch et 

al., 2004). L'action du LP-s est très efficace dans l'augmentation de la conservation des 

crèmes glacées et des crèmes pâtissières (Perraudin, 1991). D'autres essais ont porté sur 
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l'efficacité de ce système pour la protection de la surface des fromages à pâte molle (Denis et 

Ramet, 1989), sur les crèmes glacées et les boissons délivrées en distributeur (Langley-

Danysz, 1989). 

 

Une série d'expériences conduites par Courtois et al. (1990) ont démontré l'action du LP-s 

contre des micro-organismes aérobies responsables chez les patients de parodontite chronique 

évolutive. La même équipe a mené une étude prouvant que l'ion hypothiocyanite était capable 

d'abolir l'effet cytopathique du virus de l'herpès et donc que cet ion était capable d'inhiber 

totalement le virus responsable de cette immunodéficience chez l'homme. 

 

Par ailleurs, Langley-Danysz (1989) a observé que l'activation de la peroxydase salivaire 

réduisait l'apparition des caries, de paradontites et de la formation de la plaque dentaire, ce qui 

a conduit la société Colgate-Palmolive à incorporer le système dans du dentifrice. 

 

Depuis plusieurs années, la FAO s'intéresse au système lactoperoxydasique pour aider à la 

conservation du lait cru dans les pays en voie de développement. En 1997, en collaboration 

avec l'OMS, le Codex Alimentarius, la FIL et l'Université d'Uppsala (en Suède), la FAO a 

réuni un comité d'experts internationaux pour la promotion de la conservation du lait cru lors 

de la collecte laitière par la méthode de la lactoperoxydase en Afrique de l'Ouest. Ce projet 

appelé "Global Lactoperoxidase Program" a débuté au Kenya. Son initialisation repose sur la 

constatation qu'en Afrique de l'Ouest plus de 5 millions de litres de lait sont perdus chaque 

année suite au manque de système de conservation entre le moment de la traite et l'arrivée à la 

laiterie. Plus de 80 pays ont témoigné en faveur du système.  

 

Plusieurs brevets ont été déposés sur l'utilisation du LP-s par exemple en médecine, pour le 

traitement in vivo des infections à Helicobacter pylori ou dans des pesticides, pour contrôler 

les populations de micro-organismes pathogènes. Le nombre d'applications potentielles de ce 

système ne cesse de s'accroître. Des travaux ont montré que l'emploi du système en 

aquaculture permet de réduire la mortalité d'environ 30 % lors du sevrage des jeunes poissons 

(Van Hooijdonk et al., 2000 ; Elotmani et Assobhei, 2004). De plus, il permet de lutter 

efficacement contre les infections du pou de mer (Kussendrager et van Hooijdonk, 2000). De 

nombreuses études sur la viande, sur des cubes ou sur des morceaux entiers ont été conduites 

et certaines ont amené le gouvernement australien à autoriser l'utilisation du système pour la 
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conservation de la viande au cours de son importation et son exportation (Kennedy et al., 

2000 ; McLay et al., 2002 ; Elliot et al., 2004). 

Grâce à toutes ces études, l'association LPO/GOD/glucose/SCN- est considérée par le Codex 

Alimentarius comme auxiliaire technologique, en tant qu'agent de lutte contre les micro-

organismes (CAC/GL 13-1991). Un avis de l'AFSSA (Agence Française de Sécurité Sanitaire 

des Aliments), daté du 2 juin 2003, a autorisé l'emploi du système lactoperoxydasique comme 

auxiliaire technologique pour le traitement des salades de la IVème gamme. 

 

Les produits alimentaires élaborés à partir de lait à système LP actif ne sont pas 

significativement différents des témoins. Le principal inconvénient de son utilisation est 

l'augmentation du temps d'affinage des fromages ou d'élaboration du produit  (production de 

la flaveur, taux de coagulation ou production d'acide) (Reiter, 1985 ; Hui, 1993 ; Kumar et 

Mathur, 1994 ; Saad de Schoos et al., 1999 ; Seifu et al., 2005). De plus, des études réalisées 

avec des cellules HeLa (cellules humaines) et CHO (Chinese Hamster Ovary) ont montré 

qu'aucun effet toxique n'était décelé lors de l'utilisation du système LP (Reiter et Härnulv, 

1984).  

 

II. La flore bactérienne indésirable du poisson 

II.1. Les altérations bactériologiques 

Des micro-organismes sont présents sur toutes les surfaces externes (peau et branchies) et 

dans les intestins du poisson vivant ou fraîchement capturé. La charge microbienne, très 

variable, est de l�ordre de 102 à 107 ufc.cm-2 de peau et de 103 à 109 ufc.g-1 de branchies ou 

d�intestins (Shewan, 1962). Cette grande variabilité reflète l�environnement et l�alimentation 

des poissons (Huss et Eskildsen, 1974 ; Shewan, 1977 ; Liston, 1980). 

 

Pénétration des bactéries 

Le muscle d�un poisson vivant est stérile et les foyers naturels de contamination 

correspondent aux régions du corps en contact avec l�eau (peau, mucus et branchies) et au 

tractus intestinal. La pénétration des bactéries s�effectue en partie par la peau, mais pour 

l�essentiel par le système vasculaire à partir des branchies et de la cavité abdominale. Les 

bactéries de l�intestin peuvent par ailleurs investir directement les muscles de la paroi 

abdominale, pénétration facilitée par l�action des enzymes digestives. 
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La nature du mucus est déterminante, car celui de certaines espèces présente des propriétés 

antibiotiques du fait de la présence de lysozymes et de certains anticorps (Shewan, 1977 ; 

Fletcher et Csonka, 1998). Dans le cas où ces propriétés antibactériennes n�existent pas, le 

mucus représente un foyer de contamination qu�il est nécessaire d�enlever par un lavage.  

 

Dégradation du tissu musculaire 

La putréfaction résulte de l�action conjuguée des réactions de glycolyse, de lipolyse et de 

protéolyse. La plupart de la flore d'altération est impliquée dans ce phénomène à différentes 

échelles mais ce sont essentiellement les bactéries Gram-négatives qui en sont responsables, 

dont essentiellement Shewanella putrefaciens. 

 

L�oxydation par les micro-organismes aérobies génère beaucoup plus d�énergie que la 

fermentation. En effet, l�oxydation complète d�une mole de glucose en 6 moles de CO2 

produit 36 moles d�adénosine triphosphate (ATP), alors que la fermentation d�une mole de 

glucose en 2 moles d�acide lactique n�en produit que 2. En conséquence, ce sont les micro-

organismes aérobies qui se multiplieront initialement, permettant ainsi la formation de CO2 

comme produits finaux du métabolisme. La croissance de ces organismes aérobies engendre 

la formation de micro-régions partiellement anaérobies (Huss, 1988). 

 

Les modifications les plus importantes de la fraction lipidique du poisson sont des réactions 

d�oxydation de nature essentiellement chimique mais aussi enzymatique (enzymes 

bactériennes et/ou musculaires). Ces réactions conduisent à l�apparition d�une odeur et d�un 

goût de ranci ou des phénomènes de décoloration, notamment chez les poissons gras. Il existe 

deux types de rancidité : l�autoxydation, due à la réaction entre l�oxygène moléculaire et les 

lipides insaturés, et l�autolyse, dont les produits principaux sont les acides gras libres et le 

glycérol. 

 

L�autoxydation des lipides est un processus autocatalytique dont les différentes étapes ne sont 

pas encore totalement maîtrisées. La présence de doubles liaisons augmente la vitesse de cette 

réaction dont la première étape conduit à la formation d�hydroperoxydes, selon un phénomène 

radicalaire en chaîne. Quelques uns de ces peroxydes donnent naissance à des cétones sans 

que la chaîne carbonée soit altérée. D�autres composés, responsables de l�odeur et du goût de 

ranci, se forment à la suite de la dégradation de la chaîne carbonée et deviennent par la suite, 
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solubles dans l�eau et, de ce fait, vulnérables à l�attaque des bactéries qui les transforment en 

CO2 et H2O (Huss, 1988). 

 

Certains micro-organismes possèdent des lipoxydases qui catalysent la réaction entre ces 

acides et l�oxygène moléculaire. Les produits de la réaction se transforment ensuite en 

aldéhydes et cétones (Huss, 1988). 

 

Le catabolisme des substances protéiques constitue la phase primordiale de la putréfaction. 

Selon un schéma classique, les protéines sont hydrolysées en polypeptides et en peptides, puis 

en acides aminés libres dont la concentration totale augmente dans le muscle. Ceux-ci sont 

ensuite métabolisés selon deux voies principales : des décarboxylations conduisant à la 

formation d�amines (comme la triméthylamine (TMA), la diméthylamine (DMA), la 

cadavérine, la putrescine....) dont certaines sont volatiles et des désaminations entraînant la 

production d�ammoniac (Watson, 1939 ; Sainclivier, 1983 ; Huss, 1988). La production 

d�ammoniac n�évolue pas de manière significative au début de la conservation  ; elle 

augmente lors de la croissance des populations microbiennes (Soudan et al., 1965 ; 

Sainclivier, 1983). 

 

La réduction du TMAO (triméthylamine-N-oxyde) en TMA est une réaction d�altération 

bactérienne très connue. Beatty et Gibbons (1937) ont démontré la relation entre la charge 

bactérienne et la production de TMA. C�est lorsque les bactéries ont consommé l�oxygène 

présent dans le tissu musculaire que s�amorce la réduction du TMAO, dont l�équation a été 

formulée par Watson  (1939).  

Cette réaction permet aux micro-organismes non fermentatifs de se développer dans les tissus 

en condition micro-aérophile, voire anaérobie (Hobbs et Hodgkiss, 1982). Elle subit de 

manière déterminante l�effet du pH car elle a lieu entre pH 6,0 et 8,0 avec un optimum entre 

7,2 et 7,4. De petites concentrations de DMA et de monométhylamine (MMA) proviennent 

également de l�altération d'origine bactériologique (Dyer, 1945). 

 

Les amines biogènes sont définies, d�une manière générale comme des molécules 

biologiquement actives sur les systèmes nerveux central et vasculaire. Dans le domaine 

alimentaire, le terme « amines biogènes » correspond surtout aux amines non volatiles telles 

que la putrescine, la cadavérine, l�histamine (la plus étudiée dans le poisson), la spermine, la 

spermidine, la tyramine et la tryptamine qui proviennent de la décarboxylation des acides 
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aminés par les enzymes microbiennes et tissulaires (Wendakoon et Sakaguchi, 1992). 

L�augmentation de la concentration en amines biogènes traduit le développement bactérien, 

facteur essentiel dans le processus d�altération du poisson  ; elle peut donc permettre 

l�évaluation de sa fraîcheur (Gouygou et al., 1987). Les décarboxylases microbiennes sont 

largement responsables de la  production d�amines biogènes et le rôle de l�autolyse est tout à 

fait mineur (Wendakoon et Sakaguchi, 1992). Les bactéries responsables de la production 

d'histamine sont par exemple P. fluorescens, Enterobacter aerogenes, E. coli et certains 

lactobacilles (Rice et Koehler, 1976 ; Joosten et Northolt, 1989 ; Lõpez-Sabater et al., 1994 ; 

Roig-Sagues et al., 1996). Les travaux de Mietz et Karmas (1977), Karmas et Mietz (1978) et 

de Karmas (1981) s�attachent en revanche au rôle d�un ensemble d�amines biogènes 

(histamine, putrescine, cadavérine, spermine et spermidine) comme critère de fraîcheur. 

 

II.2. Les  principaux micro-organismes 

Les micro-organismes indésirables sont opportunistes et responsables d�une forte mortalité 

chez les poissons d�élevage aussi bien que chez ceux qui vivent en liberté (Ronald, 1979). 

 

L�eau, surtout quand elle est fortement chargée en matières organiques, est un milieu idéal 

pour toute espèce de micro-organismes. Des études précédentes ont montré que la flore 

bactérienne naturelle du poisson est le reflet de celle de l�eau où il vit et qu�elle contient 

également de rares espèces bactériennes qui sont des parasites obligatoires parce 

qu�incapables de survivre longtemps en dehors du poisson qui est normalement leur habitat 

(Ronald, 1979). 

 

La flore pathogène du poisson doit souvent sa présence sur ou dans le poisson à la proximité 

de l'homme. Cette flore comprend Aeromonas caviae, A. eucrenophila, A. hydrophila, A. 

salmonicida,  A. veronii spp. sobbria, A. veronii spp. veronii, Edwarsiella spp., E. tarda, 

Flavobacterium psychrophilum, L. monocytogenes, Pasteurella piscida, Plesiomonas 

shigelloides, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Vagococcus sp., Vibrio anguillarum, 

V. tubiashii,  V. vulinificus, V. parahaemoliticus et Yersinia ruckeri (Sadovski et Levin, 1969 ; 

Mulak et al., 1992). 

La flore d'altération du poisson est beaucoup plus complexe à analyser de par les interactions 

entre les différentes souches et surtout leur nombre comme le montre cette liste non 

exhaustive : Aeromonas spp., Brochothrix thermosphacta, Carnobacterium divergens, C. 
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maltaromaticum, Enterobacter sp., Hafnia alvei, Halobacterium sp., Halococcus sp., 

Lactobacillus alimentarius, Lb. farciminis, Lb. plantarum, Lc. piscium,  Leuconostoc 

mesenteroides, Photobacterium phosphoreum, Pseudomonas sp., Serratia liquefaciens, 

Shewanella putrefaciens, Streptococcus difficile, St. iniae, St. parauberis, Enterococcus 

faecalis (Lerke et al., 1963 ; Levin, 1968 ; Sadovski et Levin, 1969 ; Mulak et al., 1992 ; 

Gram et Huss, 1996 ; Joffraud et al., 2001). 

Cette flore se divise en plusieurs groupes en fonction des altérations physiques et 

organoleptiques occasionnées par les bactéries sur la chair du poisson (Joffraud et al., 2001 ; 

Cardinal et al., 2004). 

 

II.2.1. Listeria monocytogenes, flore pathogène 

Le genre Listeria est constitué de bactéries largement répandues dans le milieu extérieur. Il 

compte actuellement six espèces dont deux, L. ivanovii et surtout L. monocytogenes sont 

responsables d'infections chez l'homme et/ou chez l'animal (Mc Lauchlin, 1997). Durant de 

nombreuses années, les listérioses étaient principalement considérées comme des maladies 

des animaux même si des cas sporadiques et parfois dramatiques étaient décrits chez l'homme. 

Dans les années 1979/1980, L. monocytogenes a été identifiée comme l�une des bactéries 

responsables d'infections d'origine alimentaire.  

 

Les Listeria sp. sont des petits bacilles droits (quelques cellules peuvent être incurvées), de 

0,4 à 0,5 µm de diamètre sur 0,5 à 2,5 µm de longueur, aux extrémités arrondies, se présentant 

de manière isolée ou groupés en V ou en L ou en palissades ou, parfois, en courtes chaînes. 

Ce sont des bactéries à Gram-positif, non acido-résistantes, non capsulées, non sporulées, 

aéro-anaérobies facultatives mais cultivant mieux en aérobiose et mobiles lorsqu'elles sont 

cultivées à 20-30 °C. Une réponse positive est notée pour le test catalase mais quelques rares 

souches sont catalase négative. Le pourcentage en G + C est compris entre 36 et 42 % 

(Brenner, 1988 ; Daneshvar et Brooks, 1989 ; Pine et al., 1989).  

 

Les Listeria sp. ne sont pas des germes exigeants et leur culture est obtenue sur les milieux 

classiques tels qu'une gélose nutritive, une gélose au sang ou un milieu trypcase-soja 

supplémenté en extrait de levure (TS-YE). La température optimale de croissance est 

comprise entre 30 et 37 °C mais la croissance est possible entre 1 et 45 °C  ; certaines souches 

peuvent même se développer avec un temps de génération de 62 à 131 h, à des températures 
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légèrement inférieures à 0 °C (Rosenow et Marth, 1987 ; Juntilla et al., 1988 ; Walker et al., 

1990 ; Ryser et Marth, 1991).  

 

Le pH optimal est de 7 ou légèrement alcalin mais la croissance est obtenue dans une large 

gamme de pH. Classiquement, il était admis que les souches pouvaient croître entre pH 5,6 et 

9,0 (voire 9,6 pour certaines souches). En fait, des souches de L. monocytogenes sont aptes à 

se multiplier à des pH de l'ordre de 4,3-4,6 lorsqu'elles sont placées dans un bouillon trypcase 

soja incubé à 30 °C. En revanche, toutes les souches meurent en quelques heures lorsqu'elles 

sont placées dans un milieu dont le pH est inférieur à 3,3 et de nombreuses souches meurent à 

un pH inférieur à 5,5 (Ryser et Marth, 1987 ; Georges et al., 1988 ; Ita et Hutkins, 1991).  

Les souches du genre Listeria présentent une certaine halotolérance et toutes les souches 

cultivent en présence de 10 % (p/v) de NaCl. Certaines souches tolèrent même des 

concentrations en sel de 20 % et/ou peuvent survivre un an, à pH 6 dans un milieu contenant 

16 % (p/v) de NaCl. 

La valeur optimale de l'aw est de 0,97, mais la croissance est possible à 0,943 alors qu'elle est 

nulle à une aw inférieure à 0,92. Toutefois, le germe reste viable (sans multiplication) 

plusieurs jours pour des valeurs d'aw plus faibles (par exemple, 84 jours à 4 °C dans un salami 

dont l'aw est de 0,79-0,86) (Conner et al., 1986 ; Seeliger et Jones, 1986 ; Papageirgiou et 

Marth, 1989 ; Patchett et al., 1992 ; Ko et al., 1994). 

 

In vitro, L. monocytogenes et les autres espèces de ce genre sont généralement sensibles à de 

nombreux antibiotiques : pénicilline G, ampicilline, amoxicilline, azlocilline, imipénème, 

gentamicine, sisomicine, nétilmicine, amikacine, kanamycine, streptomycine, érythromycine, 

clarithromycine, roxithromycine, tyrothricine, vancomycine, teicoplanine, daptomycine, 

triméthoprime-sulfaméthoxazole, rifampicine et tétracyclines. Une résistance naturelle est 

notée vis-à-vis des céphalosporines (notamment des céphalosporines de 3ème génération à 

large spectre comme la céfotaxime ou la céfépime), de l'aztréonam, de l'acide nalidixique, de 

l'ofloxacine (la D-ofloxacine est complètement inactive alors que le deuxième composant de 

l'ofloxacine, la lévofloxacine, est modérément active), des fluoroquinolones récentes et de la 

fosfomycine. La sensibilité est intermédiaire pour la céfalotine, la ciprofloxacine, le 

chloramphénicol et la clindamycine (Hof et al., 1997). 

 

Les Listeria sp. sont des bactéries résistantes (survie de 1 à 2 ans dans le sol, 21 mois dans du 

lait naturellement contaminé, 1 à 18 mois dans les fèces, 6 mois dans la paille), qui sont très 
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largement répandues dans l'environnement (sols, végétaux, pâturages, eaux douces, eaux de 

mer, vase, eaux d'égouts), dans les locaux d'élevage (litière, sol, parois, fenêtres, mangeoires, 

abreuvoirs...) (Weiss et Seeliger, 1975). Dans l'eau ambiante des poissons (en rivière, en mer 

ou en aquaculture), ces bactéries vont ainsi contaminer le poisson. 

 

II.2.2. Flore d'altération 

Brochothrix thermosphacta 

Sulzbacher et McLean (1951) isolent une souche bactérienne de saucisse de porc  ; ils la 

classent dans le genre Microbacterium en tant que M. thermosphactum (Sneath et Jones, 

1976). Les différences entre M. thermosphactum et M. lacticum reposent sur la morphologie 

(Davidson et al., 1968), les profils d'enzymes et de protéines (Schleifer et al., 1968 ; 

Schleifer, 1970) et sur la composition du peptidoglycane (Collins-Thompson et al., 1972). Par 

taxonomie numérique, les souches de M. thermosphactum forment un taxon relativement 

homogène (avec une similarité de 85 %) différent de celui de M. lacticum (Davis et al., 1969 ; 

Davis et Newton, 1969 ; Wilkinson et Jones, 1977). En 1976, l'espèce M. thermosphactum est 

rangée dans le nouveau genre Brochothrix et est nommée B. thermosphacta (Sneath et Jones, 

1976). Ce genre regroupe huit espèces. En 1988, Talon et al. identifient par hybridation ADN-

ADN une nouvelle espèce, B. campestris, issue de différents habitats, b�uf, porc, lapin, 

abattoirs, sols, fèces et laine de mouton, foin et herbe. 

 

Les cellules du genre Brochothrix se présentent sous forme de bâtonnets à Gram-positif, 

minces, réguliers, non branchés, isolés ou parfois en courtes chaînes, non sporulés, 

immobiles, aéro-anaérobies, catalase positive, oxydase négative. Leur température optimale 

de croissance est comprise entre 20 et 25 °C, mais la croissance de cette souche est possible 

entre 0 et 30 °C. Ce sont donc des bactéries psychrotrophes ayant la possibilité de se 

développer aux températures de réfrigération entre pH 5,0 et pH 9,0 (Brownlie, 1966). La 

croissance est possible en présence de 6,5 % NaCl. Ce sont des bactéries dont la croissance 

est inhibée par les nitrites (le degré d�inhibition est lié à la température et au pH). Cette espèce 

ne survit pas à un chauffage de 63 °C pendant 5 min. 

 

Brochothrix thermosphacta a été détecté  dans le saumon fumé par Cann et al. (1984), 

Truelstrup et Hansen (1995), Truelstrup et al. (1996) et Leroi et al. (1998). Cette souche, 

cultivée sur poisson, est à l'origine des odeurs et flaveurs de piquant, d'aigre et de ranci (Leroi 
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et al., 1998). Joffraud et al. (2001) ont montré l'impact sensoriel de B. thermosphacta sur 

l'altération du poisson par l'analyse des composés volatils. 

Cette espèce est généralement sensible à l'ampicilline, l'amoxicilline, la gentamicine,   

l'amikacine, la fosfomycine, la kanamycine, la streptomycine, l'érythromycine, la 

tobramycine, la nétilmicine, la vancomycine, la teicoplanine, la rifampicine, aux 

fluoroquinolones et aux tétracyclines. Cette souche est résistante à la pénicilline G,  aux 

céphalosporines, à l'acide nalidixique, à l'ofloxacine, à la polymixine B et aux sulfamides. 

 

Carnobacterium maltaromaticum 

Le genre Carnobacterium a été proposé en 1987 par Collins et al. (1987) pour classer 

Lactobacillus carnis, Lb. divergens et Lb. piscicola ainsi que des souches ressemblant à des 

lactobacilles et isolées de viandes de volaille par Thornley  (1957). 

Les auteurs dénomment ce nouveau genre Carnobacterium  ; ils valident les espèces C. 

divergens et C. maltaromaticum et décrivent deux nouvelles espèces C. gallinarum et C. 

mobile. Ce genre compte actuellement huit espèces. Mora et al. (2003) montrent que C. 

piscicola et Lb. maltaromaticus sont des synonymes hétérotypiques. L'épithète spécifique 

maltaromaticus ayant priorité sur celle de piscicola, les auteurs valident pour ce taxon la 

nomenclature de C. maltaromaticum. Selon Montel et al. (1991), il pourrait exister deux sous-

espèces au sein de l'espèce C. maltaromaticum. 

 

Le genre Carnobacterium est constitué de bacilles minces, droits ou légèrement incurvés, à 

Gram-positif, se présentant de manière isolée ou groupés par deux ou parfois en courtes 

chaînes, non sporulés, mobiles ou immobiles, aéro-anaérobies, catalase négative, oxydase 

négative, nitrate réductase négative, à métabolisme fermentatif (production d'acide lactique), 

incapables de croître sur des milieux à l'acétate, ne cultivant ni en présence de 8 % de NaCl ni 

à 45 °C, cultivant à 10 °C et parfois à 0 °C (Collins et al., 1987). 

 

Il est difficile de distinguer le genre Carnobacterium du genre Lactobacillus. Les 

Carnobacterium sp. ne cultivent pas sur les milieux à l'acétate de Rogosa, sont capables de se 

développer à des pH élevés (croissance possible jusqu'à pH 9,1) et sont parfois mobiles. Ils 

produisent principalement de l'acide L-lactique ; leur principal acide gras est l'acide oléique et 

leur peptidoglycane est du type A1γ.  
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L'espèce C. maltaromaticum cultive sur de nombreux milieux dont la gélose trypcase soja 

(TSA-YE), la gélose c�ur-cervelle (BHI) et le bouillon MRS (De Man, Rogosa et Sharpe). Sa 

température optimale de croissance est 30 °C, sa croissance est possible entre 4 et 40 °C mais 

pas à 0 °C. Le pH optimal de croissance est compris entre 6 et 7. Les colonies sont minuscules 

(diamètre inférieur à 2 mm), convexes, circulaires, blanches et non pigmentées après 48 h 

d'incubation à 30 °C sur TSA-YE. 

 

Certaines souches de C. maltaromaticum produisent des bactériocines actives sur d'autres 

bactéries lactiques et/ou sur d'autres espèces bactériennes d'altération ou sur des pathogènes. 

Plusieurs carnocines, actives notamment contre L. monocytogenes, ont ainsi été découvertes : 

les carnobactériocines BM1, A et B2 (Quadri et al., 1994 ; Worobo et al., 1994 ; Bhugaloo-

Vial et al., 1996), les carnocines U149, CP5, CP51 et CP52  (Stoffels et al., 1992 ; Mathieu et 

al., 1993 ; Millière et al., 1994 ; Herbin et al., 1997), les piscicolines 61, V1b, 126 et V1a 

(Holck et al., 1994 ; Bhugaloo-Vial et al., 1996 ; Jack et al., 1996 ; Herbin et al., 1997). 

D'autres études ont mis en évidence la production de bactériocines par des souches de C. 

divergens, la divercine V41 (Bhugaloo-Vial et al., 1997 ; Metivier et al., 1998) et les 

divergicines A et 750 (Worobo et al., 1995 ; Holck et al., 1996). 

 

In vitro, les souches de C. maltaromaticum isolées de poisson sont sensibles à l'ampicilline, 

au chloramphénicol, aux aminosides, à la pénicilline A, à la furazolidone et à la tétracycline. 

En revanche, l'acide nalidixique, l'érythromycine, la novobiocine, la streptomycine et les 

sulfamides sont inactifs. 

 

Carnobacterium maltaromaticum a été trouvé dans différents produits de transformation du 

saumon (Leisner et al., 1994 ; Leroi et al., 1998). Cette espèce est faiblement altérante dans la 

mesure où une population élevée n'est pas responsable d'une forte altération (Leroi et al., 1996 

; Paludan-Muller et al., 1998 ; Nilsson et al., 1999). Lorsque sa population est assez 

importante, C. maltaromaticum dégage une odeur forte de rance (acide butyrique), déjà 

observée dans les produits à base de viande (Borch et al., 1996 ; Joffraud et al., 2001). 

 

Shewanella putrefaciens 

Les nomenclatures d'Alteromonas hanedai et d'A. putrefaciens ont été publiées en 1981. A. 

hanedai constituait une nouvelle espèce et A. putrefaciens correspondait à un taxon 



Y. ADOLPHE  Revue bibliographique 

 26

préalablement décrit sous le nom de "Achromobacter putrefaciens" puis de "Pseudomonas 

putrefaciens". 

 

L'étude des séquences des ARNr 5S permet à McDonell et Colwell (1985) de reclasser les 

espèces A. hanedai et A. putrefaciens dans le genre Shewanella dont la nomenclature sera 

validée en 1986. L'individualisation du genre Shewanella reposait avant tout sur la structure 

de l'ARNr 5S et sa description était extrêmement sommaire : bacilles à Gram-négatif, droits 

ou incurvés, non pigmentés, mobiles grâce à une ciliature polaire, chimio-organotrophes, 

oxydase positive, ayant pour habitat principal l'eau douce ou l'eau de mer et dont le 

pourcentage en G + C varie de 44 à 47. Une analyse phylogénétique (étude des séquences des 

ARNr 16S), publiée par Gauthier et al. (1995), a permis de confirmer la validité du genre 

Shewanella. 

 

Par la suite, plusieurs espèces ont été décrites, si bien qu'aujourd'hui, le genre Shewanella 

regroupe 34 espèces. Il n'est pas inclus dans la famille des Alteromonadaceae définie par 

Ivanova et Mikhailov (2001). Cependant, dans la deuxième édition du volume deux du 

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology,  Shewanella sp. est classé dans la famille 

"Alteromonadaceae" dont la définition est différente de celle des Alteromonadaceae de 

Ivanova et Mikhailov (2001). 

 

En se fondant sur les homologies ADN-ADN, Owen et al.  (1978) avaient décrit l'existence de 

quatre groupes au sein de l'espèce "Ps. putrefaciens" actuellement dénommée S. putrefaciens. 

Le groupe I, qui renferme la souche type de l'espèce, correspond à S. putrefaciens sensu 

stricto. Les souches du groupe II sont généralement assimilées à l'espèce S. baltica. Le groupe 

III pourrait correspondre à S. oneidensis mais des hybridations ADN-ADN doivent être 

effectuées avant de conclure de manière définitive. Les souches du groupe IV, qui possèdent 

un pourcentage en G + C élevé (52 à 55 contre 43 à 47 pour les souches des trois autres 

groupes), ont été reclassées dans l'espèce S. algae. 

 

Les espèces du genre Shewanella rassemblent des bacilles à Gram négatif, droits ou incurvés, 

de 1,5 à 4,6 µm de longueur sur 0,4 à 1 µm de diamètre, non sporulés, mobiles grâce à un 

unique flagelle polaire non entouré d'une gaine protéique, capables de croître en présence de  

3 % de NaCl, oxydase positive, catalase positive, réduisant généralement les nitrates en 

nitrites, non indologènes, ne produisant pas d'acétoïne. Ces bactéries sont lysine 
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décarboxylase négative, ornithine décarboxylase négative et arginine di-hydrolase négative. 

En anaérobiose, plusieurs espèces du genre Shewanella sont aptes à réduire le N-oxyde de 

triméthylamine, l'oxyde de fer, l'oxyde de manganèse, l'oxyde de chrome, le fer, l'uranium, le 

thiosulfate ou le soufre. Cette réduction est couplée à la production d'énergie. Les colonies 

sont généralement circulaires, à contour régulier, convexes, lisses et d'un diamètre de 1 à 4 

mm. Sur gélose de Luria et Bertani, S. algae, S. amazonensis, S. frigidimarina, S. 

gelidimarina, S. oneidensis et S. putrefaciens donnent des colonies rosâtres.  

 

Shewanella  putrefaciens est une espèce naturellement résistante à la pénicilline A, à la 

bacitracine, aux fluoroquinolones et aux phénicols. Elle est sensible à l'érythrocine, à la 

pristinamycine, aux sulfamides et aux aminosides. 

 

Cette espèce est la principale responsable du phénomène de putréfaction qui survient au cours 

de l'altération du poisson  ; elle est connue pour produire des composés volatils tels que le 

TMA ou des composés sulfurés comme le diméthyle disulfure (Miller et al., 1973a ; Dainty et 

Mackey, 1992 ; Gram et Melchiorsen, 1996). Cette bactérie est à l'origine des très fortes 

odeurs de putréfaction et d'H2S. Cette souche est fortement altérante car une faible population 

est à l'origine d'importantes modifications organoleptiques du poisson (Joffraud et al., 2001). 

 

III. Le poisson 

III.1. Le poisson modèle 

La truite appartient à l�ordre des Clupéiformes de la famille des Salmonidés. De nombreuses 

espèces de poisson, de même famille que le saumon, sont appelées truites. La plupart des 

truites vivent exclusivement en eau douce et notamment dans les lacs et les cours d�eau des 

régions nordiques ou tempérées. Les truites peuvent être séparées en deux groupes : la truite 

arc-en-ciel (Onchorynchus mykiss ou Salmo gairdneri) et les truites fario (Salmo trutta fario), 

de lac (Salmo trutta lacustris) ou de mer (Salmo trutta trutta). 

 

III.2. Les altérations intervenant après la mort du poisson 

Les premières modifications du tissu musculaire survenant après la mort du poisson sont dues 

aux enzymes musculaires et digestives. Suite à la pénétration et au développement des 

bactéries dans le muscle, celles-ci deviennent alors les acteurs essentiels de la dégradation. 
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III.2.1. Les altérations autolytiques 

Après la mort du poisson, l�oxygène n�est plus renouvelé et la production d�énergie s�arrête. 

Dans le muscle, stérile chez le poisson vivant, s�amorcent de nouveaux processus caractérisés 

par la glycogénolyse et la dégradation de l'ATP. 

 

L�arrêt de la circulation sanguine est responsable de toute l�évolution post mortem du tissu 

musculaire du poisson, selon le mécanisme décrit par Jouve et al. (1991) dans la viande. Une 

conséquence essentielle est l�augmentation de la concentration intracellulaire en ions Ca2+ qui 

va déterminer l�activation des mécanismes biochimiques conduisant d�une part à la 

glycogénolyse et à l�acidification du muscle et d�autre part à l�installation de la rigidité 

cadavérique. Après la mort, le Ca2+ entraîne à la fois l�activation de la myosine ATP-ase, 

donc l�hydrolyse de l�ATP, et la réaction de Lohman, c�est-à-dire la resynthèse de l�ATP. 

Lorsque la réserve en phosphates énergétiques s�épuise, l�ATP n�est plus reconstitué (Tarr, 

1966). Le processus aboutit à la formation d�acide lactique. L�abaissement du pH entraîne 

l�arrêt de la glycogénolyse. 

 

Le phénomène de « rigor mortis » résulte de la conjonction de plusieurs facteurs. La 

diminution de la concentration d�ATP favorise la formation de liaisons entre l�actine et la 

myosine. Le muscle commence à perdre son élasticité lorsque le taux d�ATP chute à 80 % 

environ de sa valeur initiale (Jouve et al., 1991). Lorsque le taux d�ATP devient nul, l�acide 

lactique est à son taux le plus élevé et la « rigor mortis » est maximale (Sikorski, 1980).  

 

Une différence essentielle caractérisant le poisson par rapport à la viande réside dans le fait 

que la rigidité cadavérique et sa résolution interviennent très rapidement, après 

respectivement 5 et 30 h environ à 0 °C. Le processus est beaucoup plus long dans la viande 

puisque la résolution demande 15 j à 0 °C (Cheftel et Cheftel, 1984). Ceci s�explique 

notamment par les conditions de capture du poisson, car l�activité musculaire et l�asphyxie 

réduisant le stock de glycogène, activent l�apparition de la « rigor mortis » et diminuent sa 

durée.  

 

La baisse du pH est plus faible que dans la viande. L�acidification est liée à la teneur en 

glycogène à la mort de l�animal ; or la réserve de glycogène se trouve très réduite chez le 

poisson compte tenu des techniques de pêche. D�autre part, le tissu musculaire du poisson a 
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un fort pouvoir tampon (Cutting, 1953). Ainsi le pH passe de 7,0 à 6,2-6,5 en moyenne, alors 

que dans la viande il descend jusque 5,0-5,7. Ceci contribue à l�instabilité du poisson après la 

mort, les valeurs de pH atteintes n�inhibant pas la prolifération bactérienne. 

 

La teneur en hypoxanthine a été proposée comme indice de fraîcheur mais elle donne de très 

mauvaises indications chez certaines espèces. Saito et al. (1959) a défini l�évaluation de 

l�altération (par les dérivés de l�ATP) par la détermination du rapport K qui dépend de la 

teneur de tous les dérivés. Ce rapport a été simplifié d�abord par Jones et Murray (1964), puis 

par Luong et Male (1992). Ce critère, particulièrement intéressant dans les premiers stades de 

l�altération, est une expression de l�autolyse et augmente dès la mort de l�animal, avant tout 

développement de la flore bactérienne (Malle, 1992). 

 

Les enzymes du tractus intestinal jouent un rôle indirect dans la détérioration du tissu 

musculaire en dégradant les viscères puis la paroi abdominale, préparant ainsi la pénétration 

des bactéries. Ces enzymes produisent de longs polypeptides de pH variable qui sont ensuite 

réduits en peptides par des exopeptidases (Granroth et al., 1978). 

 

III.2.2. Les altérations physiques 

Lorsque le poisson meurt, son pH est faiblement alcalin (7,05�7,25), excepté chez certaines 

espèces où il descend jusqu'à 5,4. En général, le pH diminue dans l�heure qui suit la capture 

entre 6,5 et 6,8 (Soudan et al., 1965). Cette acidification est liée à la dégradation des sucres, 

mais la réduction des sources azotées fait revenir la valeur du pH à la neutralité. Un pH 

proche de 7,0 favorise le développement bactérien et augmente l�activité enzymatique. Un pH 

moyen supérieur à 7,5 indique pour la plupart des espèces, à l�exception du saumon du 

pacifique dont le pH reste à 6,2, qu�un poisson devient inconsommable (Soudan et al., 1965). 

Cependant, les variations sont telles que l�exploitation de ce paramètre n�est pas généralisé 

pour suivre l�altération du poisson. 

 

Le potentiel d�oxydo-réduction du muscle du poisson fraîchement capturé est généralement 

supérieur à zéro (Huss et al., 1995). Suite à la mort, cette valeur passe de + 250 mV à - 130 

mV. Ceci résulte de la raréfaction en oxygène dissous du milieu et de son enrichissement en 

substances réductrices. La prolifération de bactéries aérobies et l�oxygénation des lipides 

entraînent une baisse encore plus importante du potentiel d�oxydo-réduction (- 250 mV) 
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(Sainclivier, 1983). L�altération du poisson avançant, la production d�amines tertiaires 

provoque l�augmentation de ce potentiel jusqu�à sa valeur initiale (Castell, 1950). 

 

Certains auteurs mentionnent que la diminution rapide de la résistance électrique, survenant 

dans les quelques heures qui suivent la mort, est due à une désorganisation de la structure 

ordonnée de l�eau à la surface des protéines (Jason et Lees, 1971). Pendant le stockage, la 

perméabilité des membranes aux éléments chargés augmente, ce qui conduit à une diminution 

cette résistance. 

 

Plusieurs facteurs, tels que la concentration de matières grasses et la température, peuvent 

affecter les propriétés électriques du muscle. En outre, les dégâts mécaniques causés aux 

tissus et la décongélation entraîneront des modifications considérables. Tous ces facteurs 

devront être pris en compte si les propriétés électriques du poisson sont utilisées à des fins de 

contrôle (Huss, 1988). 

 

III.2.3. Les altérations organoleptiques 

Les modifications organoleptiques sont perçues par les sens  ; elles affectent l�apparence, 

l�odeur, la texture et la flaveur.  

 

Parmi les conséquences de l�altération bactérienne du poisson, l�apparition d�odeurs, souvent 

désagréables, est la plus significative. Des odeurs différentes sont décelées au cours de 

l�altération selon l�espèce de poisson et les bactéries présentes. Seulement un faible 

pourcentage de bactéries testées produisent un changement organoleptique perceptible. Les 

travaux de Miller et al. (1973b) et ceux de Joffraud et al. (2001) ont permis d�identifier 

certains composés responsables des odeurs ; ce sont notamment le diméthylsulfure, le 

diméthyldisulfure, l�acétaldéhyde, l�éthylacétate, l�éthylalcool, le méthylmercaptan, le 

butyrate d�éthyle, l�hexanoate d�éthyle et la butanone. D�autres substances, plus 

communément décelées dans le poisson, sont impliquées comme l�ammoniac, la DMA, la 

TMA, l�acide sulfhydrique et l�hydrogène sulfuré. 

Parallèlement à l�odeur, l�évolution de divers caractères de l�altération est observée. La peau, 

les branchies, le mucus et l��il font partie des caractères extérieurs qui subissent des 

modifications. La rigidité du corps est également affectée ; ce dernier s�amollit après un 

raidissement passager. 
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Lors de l�altération, l�évolution du goût se traduit en premier lieu par une atténuation 

prononcée de la saveur spécifique qui est progressivement remplacée par des saveurs 

étrangères (lactique, acétique, butyrique, amère, sulfurée, ammoniacale), saveurs différentes 

suivant les espèces et la nature des contaminations (Soudan et al., 1965). La dégradation 

organoleptique du poisson concerne aussi le rancissement.  

 

La détermination et l�exploitation de l�évolution des divers caractères de l�altération ont été 

rationalisées et permettent ainsi une appréciation suffisamment exacte pour être considérée 

comme objective alors qu�elle repose sur une somme d�évaluations subjectives (Soudan et al., 

1957). L�inconvénient majeur d�une denrée alimentaire comme le poisson est que son 

altération est peu maîtrisée et que l�estimation de son niveau de fraîcheur est très difficile. La 

mesure de l�indice de fraîcheur est d�intérêt limité car elle ne peut se faire avec précision que 

sur des poissons entiers. 

 

III.3. Les techniques de conservation utilisées pour le poisson 

III.3.1. Les agents physiques 

Le premier agent physique utilisé est la température soit par le froid, soit par le chauffage. La 

réfrigération (0 � 5 °C) est le mode de conservation le plus utilisé car elle permet de ralentir la 

croissance des bactéries, donc de freiner la dégradation. Seules les bactéries psychrotrophes 

poursuivent leurs activités réduites à ces températures. Dans la majorité des cas, le poisson 

frais est transporté dans des caisses avec de la glace pilée, ce qui facilite l�échange thermique 

par l�intermédiaire de l�eau de fusion. Dans les cas de la congélation et en surgélation  

(≤ -18 °C), l�eau, sous forme de cristaux de glace, n�est plus disponible pour les bactéries 

(diminution de l�activité de l�eau), ce qui stoppe leur développement. En revanche, une 

diminution des structures par éclatements cellulaires est observée, ce qui diminue les qualités 

texturales des produits après décongélation. La seule altération chimique observée pendant 

une congélation prolongée est l�autoxydation des lipides (phénomène inhibé au-dessous de  

-30 °C). 

 

Le chauffage va intervenir lors de la mise en conserve (technique d'appertisation). D�après 

Sainclivier (1983), plus un poisson est altéré, plus les produits de dégradation augmentent au 

cours de la stérilisation  ; ceci souligne l�importance de la qualité initiale du produit. L�effet 

de la mise en conserve va conduire à une dénaturation irréversible des protéines qui inhibe le 
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développement des micro-organismes. D�autres composés vont aussi subir ce chauffage : les 

lipides vont donner des hydroperoxydes, les sucres vont favoriser la réaction de Maillard et 

les composés azotés vont être plus facilement libérés. 

 

Le fumage est un autre agent physique possible. La composition de la fumée est bien connue 

(Gilbert, 1975 ; Hamm, 1977). Elle compte plus de deux cents constituants dont de 

l�hydrogène, du monoxyde de carbone, du dioxyde de carbone, des phénols, des dérivés 

méthylés.... Ces composés vont jouer un rôle sur la coloration, l�arôme et la texture  ; ils vont 

modifier les qualités chimiques et sensorielles des poissons (Leroi et Joffraud, 2000). Ils 

possèdent également une action chimique et antibactérienne (Leblanc et al., 2000 ; Leroi et 

Joffraud, 2000 ; Leroi et al., 2000). Les phénols ont une action importante comme 

antioxydant des lipides (Sainclivier, 1985). Dans le fumage à chaud, c�est surtout la chaleur 

qui diminue la charge microbienne alors que c�est la fumée qui y contribue dans le fumage à 

froid. Shewan (1961) a montré l�action bactériostatique du formol et aussi  de la fraction des 

phénols à bas point d�ébullition. Les levures et les moisissures sont peu sensibles à la fumée. 

 

L�ionisation est le plus récent agent physique utilisé (anciennement irradiation). C�est une 

technique efficace, mais onéreuse, qui a une mauvaise image auprès des consommateurs. Le 

Cobalt 60 est principalement employé pour l�ionisation de type γ à des intensités variables, 

avec une incidence sur les micro-organismes proportionnelle à l�intensité utilisée. Ces 

intensités sont définies par Justine (1985) : la radurisation (1 à 10 kGy), la radicidation (10 à 

20 kGy) et la radappertisation (40 à 50 kGy).  

 

III.3.2. Les agents chimiques 

La directive 95/2/CE fixe les différents conservateurs autorisés dans les produits de la pêche 

(Tableau 4). 

 

Lors du salage, l�action du sel (NaCl) consiste en une déshydratation des tissus, ce qui 

diminue la disponibilité de l�eau libre nécessaire aux réactions chimiques et enzymatiques 

d�altération (sauf lipase et ligase). Les ions chlorures ont une action létale sur les protéines 

cellulaires et diminuent la solubilité de l�oxygène (Zuggaramurdi, 1976). En revanche, pour 

les micro-organismes halophiles, la concentration élevée en sel leur est favorable. Ainsi 

certaines bactéries, levures et moisissures peuvent se développer et participer à l�altération. 
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N° CEE Nom N° CEE Nom 
E200 Acide ascorbique E220 Anhydride sulfureux 
E202 Sorbate de potassium E221 Sulfite de sodium 
E203 Sorbate de calcium E222 Sulfite acide de sodium 
E210 Acide benzoïque E223 Disulfite de sodium 
E211 Benzoate de sodium E224 Disulfite de potassium 
E212 Benzoate de potassium E226 Sulfite de calcium 
E213 Benzoate de calcium E227 Sulfite acide de calcium 
E315 Acide erythorbique E228 Sulfite acide de potassium 
E316 Erythorbate de sodium   
E385 Calcium disodium EDTA   

Tableau 4 : Conservateurs utilisés en France dans les produits de la pêche (directive 95/2/CE) 
 

Les phosphates et les polyphosphates (E338-452) augmentent la capacité de rétention d�eau 

de la chair de poisson salée et, par leur effet émulsifiant, en améliorent la consistance. Ils sont 

utilisés en complément de la salaison. Ils sont strictement interdits en France, non parce qu�ils 

sont toxiques mais parce qu�ils participeraient au déséquilibre du rapport phosphocalcique 

dans l�organisme humain (Sainclivier, 1985). 

 

Généralement les nitrites (E249, E250) sont utilisés pour leur propriété bactériostatique mais 

aussi dans la viande pour la stabilisation de la couleur par formation de nitrosomyoglobine. 

Comme les phosphates, ils sont interdits en France pour plusieurs raisons pour une utilisation 

sur du poisson ; mais ils sont autorisés dans certains pays comme la Suède ou la Finlande. Ils 

sont hypotenseurs et entraînent la formation de N-nitrosamine carcinogène (Swan, 1975). 

Kikuchi et Ishimoto (1980), Zumft (1993), Ye et al. (1994) et Ye et al. (1995) ont montré que 

les nitrites pouvaient être réduits à la place du TMAO par des bactéries à Gram-négatif et à 

Gram-positif comme E. coli, Acinetobacter, P. aeruginosa, B. cereus. 

 

III.3.3. Les bio-conservateurs 

Les bactériocines de bactéries lactiques présentent un intérêt potentiel d�application en 

conservation alimentaire par leur capacité à inhiber certaines bactéries pathogènes ou 

d�altération des aliments (De Vuyst et Vandamme, 1994 ; Holtz et Stahl, 1995). En France, la 

seule bactériocine utilisée en tant qu�additif alimentaire est la nisine (E234). Les bactériocines 

des bactéries lactiques sont des molécules directement produites par synthèse ribosomique 

sous la forme de polypeptides ou de précurseurs de polypeptides, subissant ou non des 

modifications post-traductionnelles. La plupart des bactériocines exercent leur activité létale 

non seulement sur des souches appartenant à la même espèce que le micro-organisme 
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producteur, mais aussi sur des bactéries à Gram-positif phylogénétiquement éloignées. De 

plus, cette activité semble s�exercer exclusivement au niveau de la membrane des cellules 

cibles. La cellule productrice synthétise une molécule qui l�immunise contre l�action de sa 

propre bactériocine.  

 

Des études utilisent des productions de bactériocines in situ afin de limiter la croissance de L. 

monocytogenes, effet bactériostatique observé à 4 °C, dans le saumon fumé (Duffes et al., 

1999 ; Brillet et al., 2004). 

 

L'utilisation couplée d'un système LP actif et de bactériocines telles que la nisine permet 

d'élargir le spectre d'action du système et d'obtenir une inhibition de la croissance de Listeria 

monocytogenes supérieure à la somme des effets individuels (Rodriguez et al., 1997). L'étude 

de la combinaison du LP-s et de la nisine au moyen de plans d'expériences a confirmé cet 

effet synergique et a mis en évidence l'effet antibactérien à long terme (Boussouel et al., 

1999). Lorsque la nisine est ajoutée en début d'expérience et le LP-s dans les 4 h suivantes, un 

effet bactériostatique est d'abord observé contre L. monocytogenes. Cette phase est 

rapidement suivie d'une diminution de la population jusqu'à absence de la souche test dans un 

millilitre de lait (Boussouel et al., 2000). 

 

III.4. Les modèles d�études 

Les milieux modèles poissons stériles sont depuis longtemps utilisés dans l�étude de 

l�altération des produits de la mer. Différentes techniques ont été développées dans le but de 

déterminer les principales causes de ce phénomène et de différencier les actions enzymatiques 

et bactériennes. De nombreuses techniques ont été utilisées pour obtenir la stérilité de ces 

modèles : réalisation d�homogénéisats de muscles avec des produits chimiques comme le 

toluène afin d�inhiber toute croissance bactérienne (Reed et Spence, 1929 ; Gibbons et Reed, 

1930 ; Beatty et Collins, 1939), radiation ionisante (Nickerson et al., 1950 ; Proctor et al., 

1952), utilisation d�antibiotiques (de Silva et Hughes, 1960), stérilisation par la chaleur 

(Castell, 1950 ; Castell et Greenough, 1957 ; Castell et al., 1957 ; Castell et Greenough, 1959 

; Castell et al., 1959), lavage et stérilisation du poisson avec de l�alcool (Lobben et Lee, 1968) 

ou du Na2CO3, une solution de formol et une lampe à ultraviolets (Herbert et al., 1971).  
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Les milieux modèles sont utilisés afin de déterminer le potentiel d'altération des différentes 

souches, par leur capacité à modifier les propriétés organoleptiques et physico-chimiques des 

produits. Trois milieux étaient utilisés pour étudier l'altération bactérienne du poisson : le jus 

de poisson cru stérile, le jus de poisson stérilisé par la chaleur et des blocs de muscle stérile 

(Dalgaard et al., 1993 ; Dalgaard, 1995). 

 

Joffraud et al. (1998) ont élaboré un dernier modèle stérile, mais pour le poisson fumé, qui 

comprend une succession de plusieurs de techniques : lavage du poisson entier avec une 

solution à 5 % de Na2CO3 suivi d�un abondant rinçage, découpe de la tête et de la queue, 

retrait des viscères, lavage de la peau avec une solution à 5 % de Na2CO3 et une solution de 

formol à 2 %, levée des filets et retrait de la peau, rinçage avec une solution chlorée à 1 %, 

fumage, rinçage à l�eau distillée stérile, stockage à 4 °C, découpe des filets en cubes, 

congélation à - 80 °C, ionisation de 1,5 ou 3 kGy et stockage à - 80 °C. Lorsqu'il n'est pas 

ionisé, ce milieu reste stérile pendant une semaine mais les différences sensorielles 

apparaissent après quatre semaines d'incubation à 4 °C. Le niveau d'ionisation n'a pas 

d'incidence sur la stérilité du milieu. En effet, avec les deux niveaux d'ionisation, les milieux 

restent stériles après onze semaines d'incubation à 4 °C. 
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes 

I. Souches bactériennes, milieux de culture et méthodes microbiologiques 

I.1. Souches bactériennes et conditions de culture 

Les souches bactériennes utilisées lors de cette étude (Tableau 5) proviennent des collections 

publiques DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, Göttingen, Allemagne) et CIP 

(Collection de l�Institut Pasteur, Paris, France). Les souches sont conservées inoculées à un 

taux de 10 % (v/v) mais non cultivées avec 1/3 de glycérol (v/v) à -20 °C dans leur milieu de 

culture respectif. Avant utilisation, elles sont repiquées deux fois successivement par 

inoculation à un taux de 1 % (v/v) et incubées à la température optimale de croissance de la 

souche pendant 24 h. 

 

Souches bactériennes Codes Températures 
d�incubation (°C)

Milieux de 
culture Origine

Brochothrix thermosphacta DSM 20171T 25 BHI Porc 

Carnobacterium maltaromaticum DSM 20730T 30 TSB-YE Saumon

Listeria monocytogenes DSM 20600T 37 TSB-YE Lapin 

Pseudomonas fluorescens CIP 69.13T 30 TSB-YE Viande

Shewanella  putrefaciens CIP 80.40T 25 BHI Eglefin

Tableau 5 : Souches bactériennes utilisées et provenance de la souche 
T : souche type  ; BHI : Brain Heart Infusion  ; TSB-YE : Trypcase-Soya Broth Yeast Extract. 
CIP : Collection de l�Institut Pasteur, Paris, France  ; DSM : Deutsche Sammlung von Mikroorganismen, 
Göttingen, Allemagne. 
 

I.2. Milieux de culture 

Le milieu TSB-YE (Trypcase-Soya Yeast Extract en bouillon  ; Biomérieux, France) permet 

une culture abondante des quatre souches étudiées. La composition du milieu (en g.l-1) est : 

Bio-trypcase, 17  ; Bio-soyase, 3  ; NaCl, 5  ; K2HPO4, 2,5  ; glucose, 2,5 et extrait autolytique 

de levure, 6. Lors de certains tests, ce bouillon sera gélosé, TSA-YE, par ajout de 12 g.l-1 

d�agar bactériologique type A. Ce milieu peut être reconstitué en reprenant la même 

composition que celle du milieu commercial sans ajout de glucose. Dans ce cas, le pH est 

ajusté à une valeur de 6,5 à l�aide d�une solution de  NaOH 1 N (Labosi, France). Ces milieux 

sont autoclavés pendant 15 min à 120 °C. Les concentrations finales en glucose (Labosi, 

France) sont ajustées après autoclavage par ajout d�une solution à 300 g.l-1, préalablement 
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stérilisée par filtration à travers des pores de 0,22 µm de diamètre (Millex®, Irlande), afin 

d�obtenir des concentrations finales de 1,5, 2,5 et 4 g.l-1. 

 

Le milieu BHI (Brain Heart Infusion ; Biorad, France) est prêt à l�emploi. Il est utilisé pour 

les cultures et la conservation de B. thermosphacta DSM 20171T et de S. putrefaciens  

CIP 80.40T. La composition du milieu (en g.l-1) est : cerveau de veau (infusion à partir de 200 

g), 7,7  ; c�ur de b�uf (infusion à partir de 250 g), 9,8  ; protéose peptone, 10  ; glucose, 2  ; 

chlorure de sodium, 5 et phosphate disodique, 2,5. Le pH final est de 7,4 ± 0,2. Lors de 

certains tests, le bouillon BHI est gélosé par ajout de 12 g.l-1 d�agar bactériologique type A. 

L�autoclavage est réalisé à 120 °C pendant 15 min. 

 

Le milieu modèle "poisson" a été créé à partir de filets de truites arc-en-ciel saumonées 

provenant de l'aquaculture GABRIEL LORRAINE (Pierre-La-Treiche, France). Ces truites 

sont stériles et nourries avec une alimentation à base de cantaxanthine (pour la couleur de la 

chair). Au moment de la pêche, elles ont trois ans et pèsent de 2 à 2,5 kg. Dès leur sortie de 

l'eau, les truites sont tuées et placées dans de l'eau et de la glace afin de limiter les premiers 

phénomènes d'altération. La tête et la queue sont d'abord découpées et les poissons sont vidés. 

La peau et l'intérieur du poisson sont rincés abondamment et les filets sont ensuite levés et 

pesés. Trois stratégies ont été mises en �uvre afin de créer un milieu modèle homogène (cf. 

III.2.1. de la partie Résultats et Discussion).  

 

I.3. Numérations bactériennes 

La population bactérienne est déterminée par numérations selon  la technique de suspension-

dilution, sur milieu approprié après ensemencement en surface (inoculum de 50 µl) à l�aide 

d�un ensemenceur spirale (AES Laboratoires, France) ou après ensemencement en 

profondeur. Les dilutions décimales sont réalisées en Tryptone-Sel (Biokar, France). Après 

incubation à la température optimale de croissance de chaque souche pendant 48 h, les 

colonies sont dénombrées grâce à un compteur de colonies (AES Laboratoires, France). Les 

taux de croissance maximum (µmax) sont calculés au cours de la phase exponentielle de 

croissance selon la formule suivante : 

    

   µmax =  

 

ln(Nt1) � ln(Nt0)
t1- t0 
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I.4. Etude physiologique des souches tests 

I.4.1. Galeries API 

Les galeries API (BioMérieux, France) sont des systèmes standardisés associant plusieurs 

tests biochimiques permettant l�identification de souches bactériennes. Deux types de galeries 

API ont été utilisées, 50 CH pour L. monocytogenes, B. thermosphacta et C. maltaromaticum, 

et 20 E pour S. putrefaciens. 

La galerie API 50 CH est constituée de 50 microtubes et du milieu API 50 CHL Medium 

(Biomérieux, France) permettant l�étude de la fermentation de 49 substrats carbonés et 

dérivés. Durant l�incubation (48 h), la fermentation se traduit par un changement de couleur 

dans le tube, dû à une production d�acide révélée par l�indicateur de pH du milieu. 

La galerie API 20 E comporte 19 microtubes contenant des substrats déshydratés et l'API 

suspension Medium (Biomérieux, France). 

Les galeries sont incubées pendant 24 à 48 h à la température optimale de croissance de la 

souche étudiée. 

 

I.4.2. Antibiogrammes 

Le milieu Mueller-Hinton (Biorad, France) est le milieu de référence utilisé pour tester la 

sensibilité des souches aux antibiotiques et aux sulfamides déposés sous forme de disques 

(Biorad, France). Sa composition est (g.l-1) : infusion de viande b�uf, 300  ; hydrolysat de 

caséine, 17,5  ; amidon, 1,5 et agar bactériologique type A, 17. Le pH final est de 7,4. Le 

milieu est autoclavé pendant 15 min à 121°C. Le milieu gélosé en surfusion est déposé dans 

les boîtes de Petri sur 4 mm d�épaisseur. 

 

L'antibiotique est présent en concentration connue dans un disque de papier filtre. Pour une 

concentration en antibiotique supérieure à la concentration minimale inhibitrice (CMI), la 

croissance bactérienne sera arrêtée. L'inhibition se traduira par une zone circulaire, sans 

croissance visible. Le diamètre de cette zone est proportionnel à la sensibilité de la souche 

vis-à-vis de cet antibiotique.  

 

La souche testée est ajoutée au milieu encore liquide afin d�obtenir une concentration finale 

de l�ordre de 5.105 ufc.ml-1. Les disques sont déposés sur la gélose solidifiée. Afin de laisser 

le temps à l�antibiotique de diffuser  avant de permettre aux bactéries de se développer, les 

cultures sont incubées à 4 °C entre 4 h et une nuit. Elles sont ensuite placées à la température 
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optimale de croissance de la souche testée, 25 °C pour B. thermosphacta et S. putrefaciens,  

30 °C pour C. maltaromaticum et 37 °C pour L. monocytogenes. La lecture des 

antibiogrammes est réalisée après 24 et 48 h d�incubation. 

 

La lecture est effectuée à l'aide d'abaques. Chaque antibiotique dispose d'un abaque qui 

présente le rapport entre le diamètre de la zone d'inhibition autour du disque et la 

concentration de l'antibiotique. L'abaque permet d'évaluer la CMI et de conclure sur 

l'efficacité potentielle de l'antibiotique lors d'un traitement. Il s'agit de comparer la CMI aux 

concentrations critiques (CC) fournies par l'abaque. 

 

I.4.3. Milieux sélectifs  

Le milieu sélectif utilisé pour la numération de L. monocytogenes est le milieu PALCAM 

(Polymyxin Acriflavine LiCl Ceftazidime Aesculine Mannitol ; Biokar, France). Sa 

composition en g.l-1 est : peptone, 23  ; extrait de levure, 3  ; glucose, 0,5  ; amidon, 1  ; 

chlorure de sodium, 5  ; esculine, 0,8  ; citrate ferrique ammoniacal, 0,5  ; chlorure de lithium, 

15  ; D-mannitol, 10  ; rouge de phénol, 0,08 et agar bactériologique, 10. Le milieu est 

autoclavé pendant 15 min à 121 °C. Le supplément de ce milieu, ajouté stérilement après 

stérilisation (1 ml par 500 ml de milieu), contient en g.l-1 : sulfate de polymyxine B, 0,005 ; 

ceftazidine, 0,010 et acriflavine, 0,0025. Après ensemencement, les milieux sont incubés à  

37 °C pendant 48 h.  

 

Le milieu sélectif utilisé pour la numération de B. thermosphacta est le milieu STAA 

(Streptomycin Thallous Acetate Agar). Sa composition en g.l-1 est : peptone, 20  ; extrait de 

levure, 2  ; hydrogénophosphate de potassium, 1  ; sulfate de magnésium, 1  ; agar, 13. Le pH 

est ajusté à pH 7,0 ± 0,1. Le milieu est porté à ébullition jusqu�à dissolution complète avant 

d'ajouter 15 g.l-1 de glycérol  ; il est autoclavé 15 min à 121 °C. Le milieu est ensuite refroidi 

à 50 °C avant d'ajouter stérilement les antibiotiques à raison de 500 mg.l-1 de streptomycine et 

50 mg.l-1 d�acétate de  thallium (les solutions d�antibiotiques auront été préparées au préalable 

afin d�ajouter 1 ml de chaque solution dans 500 ml de milieu). Après ensemencement, les 

cultures sont incubées à 25 °C pendant 48 h.  

 

Le milieu sélectif utilisé pour la numération de C. maltaromaticum (MCM) prend pour base le 

milieu TSA-YE auquel sont ajoutés la vancomycine (3,5 mg.l-1) et la gentamicine (5,0 mg.l-1) 
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permettant l'inhibition des bactéries Gram-positives autres que C. maltaromaticum (Edima, 

2005). L�acide nalidixique (20 mg.l-1)  empêche la croissance de la flore bactérienne Gram-

négative. L�addition d�amphotéricine permettant l'inhibition des moisissures n�a pas été jugée 

nécessaire, car l�incubation ne doit pas excéder deux jours à 25 °C. Le milieu est autoclavé 

pendant 15 min à 121 °C. Le pH est ensuite ajusté aseptiquement à pH 8,8 par ajout de NaOH 

1 N. Après ensemencement, les cultures sont incubées à 25 °C pendant 48 h. 

 

Le milieu sélectif utilisé pour la numération de S. putrefaciens est le milieu MIA (Medium 

Iron Agar (Stenberg et al., 1984). Sa composition est (en g.l-1) : peptone, 20  ; extrait de 

viande, 3  ; extrait de levure, 3  ; citrate ferrique, 0,3  ; thiosulfate de sodium, 0,3  ; NaCl, 5  ; 

agar, 12. Le pH du milieu est ajusté à pH 7,4 avec une solution de NaOH 2 N. Le milieu est 

autoclavé pendant 15 minutes à 121 °C  ; il est ensuite refroidi jusqu'à 50 °C avant d'ajouter 

aseptiquement 0,4 g.l-1 de L-cystéine et 0,1 g.l-1 de bacitracine (les solutions ont été préparées 

au préalable afin d�ajouter 1 ml de chacune d'elle dans 500 ml de milieu). Après 

ensemencement, les milieux sont incubés à 25 °C pendant 48 h. 

 

II. Dosages chimiques et enzymatiques 

II.1. Mesure de la valeur du pH 

Cette mesure est réalisée extemporanément pour toutes les expérimentations, à chaque prise 

d�essais. Elle est déterminée grâce au pH-mètre PHM210 (Tacussel, France). 

 

II.2. Dosage du thiocyanate 

L�ion thiocyanate est dosé selon la méthode de Betts et Dainton (1953), fondée sur la réaction 

de l�anion thiocyanate (SCN-) avec le nitrate ferrique (Fe3+) qui forme le complexe FeSCN2+ 

de couleur rouge dont l�absorbance est mesurée à 460 nm. 

SCN-     + Fe3+   FeSCN2+ 

La solution de nitrate ferrique est préparée en dissolvant 5 g de Fe(NO3)3, 9 H2O dans 10 ml 

de HNO3 (2 M)  ; le volume est ensuite complété à 100 ml avec de l�eau distillée.  

En raison de sa forte hygroscopicité, le KSCN est séché à 50 °C pendant 3 j avant utilisation. 
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II.2.1. Dans un bouillon  

Une gamme étalon de KSCN (Prolabo, France), de 0 à 50 mg.l-1, est préparée à partir d�une 

solution mère à 500 mg.l-1. Elle est réalisée deux fois à chaque expérimentation soit en 

tampon phosphate 0,1 M, pH 6,5 (K2HPO4  ; Merck, France/KH2PO4  ; Labosi, France), soit 

en tampon citrate 0,1 M (C6H5O7Na3  ; Sigma, France/Na2HPO4  ; Merck, France), soit en 

TSB-YE reconstitué sans sucre. Le dosage est réalisé en mélangeant dans un puits de micro-

plaque 0,1 ml d�échantillon et 0,1 ml de nitrate ferrique. L�absorbance doit être lue dans les 

dix minutes qui suivent le mélange. Le blanc est obtenu en remplaçant l�échantillon par du 

tampon ou du TSB-YE reconstitué sans sucre. La gamme étalon permettra de déterminer les 

concentrations en thiocyanate (Figure 4). 
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Figure 4 : Courbe d�étalonnage du thiocyanate  dans les tampons citrate et phosphate et dans 
le milieu TSB-YE (Betts et Dainton, 1953) 
∆ : dans du tampon citrate (A460 nm = 0,00964 x [SCN-]  ; R² = 0,9906)  ; ■ : dans du tampon phosphate  (A460  nm 
= 0,0094 x [SCN-]  ; R² = 0,9956)  ; ▬ : dans du  milieu TSB-YE (A460 nm = 0,00981 x [SCN-]  ; R² = 0,9916 ). 
Une gamme étalon est réalisée en double à chaque expérimentation. 
 

II.2.2. Dans le poisson 

Le poisson et le milieu modèle « poisson » étant des milieux trop opaques pour réaliser en 

direct ce dosage, une méthode d'extraction du thiocyanate a dû être mise au point  ; elle est 

fondée sur la méthode de précipitation et de dénaturation des protéines par l'acide 

trichloroacétique (TCA) dans le lait (Meyrand et al., 1999). Ce dosage a d�abord été testé sur 

du poisson pour ensuite être validé dans le milieu modèle « poisson ». 

Afin de réaliser une gamme étalon dans les mêmes conditions que celles des échantillons, le 

thiocyanate est ajouté avant le traitement par la solution de TCA (Prolabo, France).  
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Le taux de récupération est donné par la relation (   ) x 100 avec C et C' les 

concentrations en thiocyanate dans le surnageant lorsque ce dernier est ajouté respectivement 

après et avant le traitement au TCA et broyage. 

 

L�impact de différents paramètres sur le taux de récupération du thiocyanate est étudié. Les 

concentrations en thiocyanate testées sont 0, 10, 20, 30, 40 et 50 mg.kg-1. L'influence du 

moment de l�ajout de la solution de TCA, avant ou après broyage de l�échantillon, est 

également testée, de même que celle de la concentration de la solution de TCA (5 ou 20 %, 

p/v) et de la dilution du poisson par cette solution (1/2, 2/3 ou 4/5). Le seuil de la méthode de 

dosage a été précisé. Suite à ces analyses, la méthode d�extraction du thiocyanate a été établie 

(cf. III.2.2. de la partie Résultats et discussion). 

 

Cette méthode a été testée sur des filets de poisson et sur le milieu modèle. L'absorbance du 

surnageant à 460 nm permet de calculer la concentration en SCN- (Figure 5). 
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Figure 5 : Courbe d�étalonnage du thiocyanate dans du poisson et dans le milieu modèle 
"poisson" (d'après Betts et Dainton, 1953)  
∆ : dans du poisson (A460 nm = 0,0095 x [SCN-]  ; R² = 0,9894)  ;  : dans le milieu modèle (A460 nm = 0,010 x 
[SCN-]  ; R² = 0,9982). Une gamme étalon est réalisée en double à chaque expérimentation. 
 
 

II.3. Dosage du peroxyde d�hydrogène  

La titration est réalisée par un dosage d�oxydo-réduction. Une solution de KMnO4, 0,1 N 

(0,02 M) est introduite dans la burette. Dans le bêcher, le mélange est composé de 10 ml de la 

solution d�H2O2 diluée au 1/100ème, 100 ml d�eau distillée, 50 ml d�H2SO4 1 N. La titration est 

réalisée par ajout de permanganate jusqu�à l�apparition d�une coloration rose. 

C � C�
C 



Y. ADOLPHE  Matériels et méthodes 

 43

II.4. Dosage du glucose 

Une gamme de concentrations en glucose, comprise entre 0 et 100 mg.l-1 (0 à 0,55 mM), est 

réalisée en double à chaque expérimentation. Le dosage du glucose est effectué grâce au kit 

de dosage GAGO-20 (Sigma, USA). Le produit final des réactions, l�o-dianisidine oxydée, est 

dosé à 540 nm. 

 

         D-glucose  +  H2O  +  O2   acide D-gluconique  +  H2O2 

  H2O2  +  o-dianisidine réduite   o-dianisidine oxydée 

    (incolore)     (brun) 

   o-dianisidine oxydée    o-dianisidine oxydée 

    (brun)      (rose) 

   
La réaction démarre en ajoutant 100 µl du mélange glucose oxydase/peroxydase/o-dianisidine 

à 50 µl d�échantillon. Après 30 min d�incubation à 37 °C, la réaction est stoppée par ajout de 

100 µl de H2SO4, 12 N. La coloration est stable pendant 10 min. La gamme étalon permettra 

de déterminer les concentrations en glucose (Figure 6). 
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Figure 6 : Courbe d�étalonnage du glucose  
Equation de la droite : A(540 nm) = 0,0069.[glucose]  ; R² = 0,9914. La gamme étalon est réalisée en double à 
chaque expérimentation. 
 

Les enzymes utilisées dans ce kit appartiennent à la même famille que celles utilisées pour le 

fonctionnement du LP-s. Des tests préalables de dénaturation thermique en bain à sec 

(Thermoblock, FALC, Italie) ont été réalisés afin de déterminer la température d�inhibition 

des enzymes initialement présentes dans les échantillons. Un temps de 10 min a été choisi de 

manière arbitraire afin de n�avoir que le paramètre température à moduler. Les températures 

théoriques de dénaturation des enzymes sont respectivement de 50 et de 80 °C pour la GOD et 

Glucose
oxydase 

Peroxydase

H2SO4 
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la LPO. Des analyses d'activités enzymatiques de la LPO et de la GOD sont réalisées sur deux 

lots différents de chaque enzyme pour des températures de 70, 75, 80, 85 et 90 °C ( Figure 7). 

 Figure 7 : Inhibition de la LPO entre 70 et 90 °C 
    , LPO1 (lot n° TB297376) ;    , LPO2 (lot n° TB310254) ;    , GOD1 (lot n° 6195352103) ;    , GOD2 (lot n° 
617354102) . 
 
Les enzymes dénaturées à 85 et 90 °C ont été conservées pendant quatre mois à �20 °C ; des 

tests d�activité enzymatique résiduelle ont été réalisés chaque mois. Après trois mois de 

conservation, les deux lots de LPO, inhibés à 85 °C, ont recouvré environ 10 % de leur 

activité. Après 4 mois de conservation, les lots de GOD et de LPO, inhibés à 90 °C, ne 

présentent aucune activité. L'inhibition de 90 °C pendant 10 min sera donc réalisée à chaque 

prise d�essai sur trois aliquots (1,5 ml par microtube, Eppendorf, Allemagne). L�H2O2 résiduel 

présent dans les milieux de culture lors des différents essais n�interagit pas car il est éliminé 

lors du chauffage. 

 

II.5. Dosage de l�activité lactoperoxydasique 

L�activité de la LPO est mesurée selon la méthode de Shindler et Bardsley (1975). Elle est 

suivie par spectrophotométrie en présence d�ABTS (2,2�-azino-bis (3-éthylbenz-thiazoline-6-

acide sulfonique) et d�H2O2. La variation d�absorbance de l�ABTS, à 412 nm, est 

proportionnelle à la concentration de peroxyde utilisée et donc à l�activité de la LPO. 
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Le milieu réactionnel est composé de 2 ml d�ABTS, 1mM en tampon phosphate 0,1 M, pH 

6,5, de 0,021 ml de solution d�H2O2 10 mM et de 0,1 ml d�échantillon. L�essai à blanc est 

obtenu en remplaçant l�échantillon par du tampon phosphate. 

 

L'activité enzymatique (AE) de la lactoperoxydase se calcule comme suit (UI.l-1): 

 

   AE =  

 

Avec ∆A, la variation d'absorbance à 412 nm par minute, 2,121, le volume final du milieu 

réactionnel (ml), ε, l'estimation du c�fficient d'extinction molaire de (ABTS)2 dans le respect 

des conditions stoechiométriques à 412 nm (1,62.10-2 µM-1.cm-1), et 0,1, le volume de la prise 

d'essai (ml). Une UI correspond à la réduction d'une µmol d'H2O2 dans les conditions du 

dosage. 

 

II.6. Dosage de l�activité glucose oxydasique 

L�activité de la glucose oxydase est dosée selon la méthode modifiée de Kreit et al. (1992). 

En présence d�oxygène, la glucose oxydase catalyse l�oxydation du β D-glucose en D-

glucono-δ-lactone avec formation simultanée de peroxyde d�hydrogène (H2O2). En présence 

de peroxydase, une molécule d�H2O2 est réduite en H2O et deux molécules d�ABTS sont 

oxydées. 

 

 ß-D-glucose         D-glucono-δ-lactone  +  H2O2 

    

H2O2  +  2 ABTS réduits     2 ABTS oxydés  +  2 H2O 

   (incolore)             (coloré) 

 

Le dosage est réalisé en introduisant successivement dans une cuve spectrophotométrique 2,2 

mL de tampon phosphate 0,1 M, pH 6,6, 0,02 mL d�une solution de peroxydase à 1 mg/mL en 

tampon phosphate, 0,1 ml d�ABTS à 0,1 M en tampon phosphate et 0,2 mL d�échantillon. 

L�essai à blanc est obtenu en remplaçant l�échantillon par du tampon. La variation 

d�absorbance à 412 nm est proportionnelle à la concentration de peroxyde d�hydrogène 

présente dans le milieu. 

 

O2

Glucose oxydase

peroxydase 

∆A x 2,121 

ε x 0,1 x 103 
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L'activité enzymatique (AE) de la glucose oxydase se calcule comme suit (UI.l-1): 

 

   AE =  

 

Avec ∆A, la variation d'absorbance à 412 nm par minute, 3,02, le volume final du milieu 

réactionnel (ml), ε, l'estimation du coefficient d'extinction molaire de (ABTS)2 dans le respect 

des conditions stoechiométriques à 412 nm (1,62.10-2 µM-1.cm-1), et 0,2, le volume de la prise 

d'essai (ml). Une UI correspond à la réduction d'une µmol de D-glucose dans les conditions 

du dosage. 

 

II.7. Indice de peroxydes 

L�indice de peroxydes (Ip) correspond à la concentration de peroxyde d'hydrogène libre 

contenu dans une certaine masse de produit. Le principe consiste en l�addition d�une solution 

d'iodure de potassium à l'échantillon dissous dans le chloroforme, puis à titrer l�iode libéré par 

une solution de thiosulfate de sodium (Norme NFT 60 220). 

 

A 3 g d�échantillon, pesés à 1 mg près dans un Erlenmeyer de 250 ml, sont ajoutés 10 ml de 

chloroforme (Carlo Erba, France). Après une agitation rapide, 15 ml d�une solution d�acide 

acétique pur (Prolabo, France) et 1 ml d�une solution de KI saturée (5 g de KI pour 5 ml d�eau 

distillée  ; Merck, France) sont ajoutés. L�Erlenmeyer doit être bouché, agité pendant une 

minute et laissé à l�abri de la lumière durant 5 minutes. A la fin de cette incubation, sont 

ajoutés 75 ml d�eau distillée et quelques gouttes d�empois d�amidon (1 g pour 100 ml) qui 

servira d�indicateur. La titration est réalisée en agitant vigoureusement l�iode libéré avec une 

solution de thiosulfate de sodium 0,02 N (Merck, France). 

Si l�essai à blanc excède 0,05 ml de la solution de thiosulfate de sodium, de nouveaux réactifs 

doivent être préparés. 

 

L'indice de peroxyde peut être exprimé en milliéquivalents d�oxygène actif par kilogramme 

de produit : 

   Ip =  

Avec V, volume en ml de la solution de thiosulfate utilisée  ; V0, volume en ml de la solution 

de thiosulfate utilisée pour le blanc  ; N, normalité de la solution de thiosulfate  ; E, masse en 

grammes de la prise d�essai. Un résultat nul sera exprimé par Ip < 0,25 méq.kg-1. 

(V � V0) x N x 100
E 

∆A x 3,02 

ε x 0,2 x 103 
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II.8. Mesures de la concentration en oxygène dissous et du potentiel d'oxydo-

réduction 

Les mesures de la concentration en oxygène dissous et du potentiel d'oxydo-réduction (Eh) 

sont réalisées en fermenteur Applikon (France) de 3 l ayant les caractéristiques suivantes : 

cuve de 3 l Applikon, module de contrôle type Bio controller ADI 1030 (Applikon, France), 

agitation contrôlée par un agitateur type Stirrer controller P310 ADI 1032 (Applikon, France), 

chauffage par une enveloppe chauffante, circuit de refroidissement commandé par 

électrovanne, sonde pH à gel DPAS (Mettler Toledo, France), sonde de mesure du potentiel 

rédox (Mettler Toledo, France), sonde à O2 dissous (Applikon, France). Les sondes à Eh et à 

O2 dissous sont autoclavées à 121 °C pendant 15 min avec le réacteur. La sonde à oxygène 

doit être préparée la veille pour permettre à l'électrolyte de se charger. Avant toute 

manipulation, cette sonde doit être calibrée. Le 0 % de la sonde est réglé grâce à un apport 

d�azote ; le 100 % est réglé par un apport d�air ce qui correspond en réalité à 20 % d�oxygène. 

 

Deux études sont réalisées afin d'étudier l'impact de l'oxygène sur le fonctionnement du LP-s : 

soit la teneur en oxygène dissous est maintenue tout au long de l'expérimentation (0, 5, 10, 15 

et 20 %), soit elle est uniquement suivie au cours de l'incubation en absence ou en présence 

d'une agitation, dans ce cas la teneur initiale en oxygène dissous est de 16 %. Ces études sont 

mises en �uvre en absence de souche, à 25 °C, pendant 210 min, dans un volume final de 2 l 

de TSB-YE, stérilisés dans le réacteur comme indiqué précédemment. Les tests sont réalisés 

en double. Les différents constituants du LP-s sont ajoutés après la stérilisation, à l'aide de 

seringues stériles. Les concentrations finales du LP-s sont celles qui ont été optimisées à partir 

du plan d�expériences : 1,5 g.l-1 (8,33 mM) pour le glucose, 3930 UI.l-1 pour la LPO  

(25 mg.l-1), 85,5 UI.l-1 pour la GOD (1,5 mg .l-1) et 50 mg.l-1 (0,5 mM) de SCN-. Au cours de 

ces analyses seront analysées les consommations de l�oxygène dissous et du glucose, la 

peroxydation du thiocyanate et les variations des valeurs du pH et du potentiel d�oxydo-

réduction. 

 

II.9. Dosage des acides gras 

Afin de réaliser le dosage des acides gras, une extraction de ces derniers par la méthode 

méthanol/chloroforme (Bligh et Dyer, 1959 ; Rementzis et Samelis, 1996) est suivie de leur 

méthylation par la méthode des tubes tests (Morrison et Smith, 1964 ; Rementzis et Samelis, 

1996) ce qui permettra une analyse par chromatographie en phase gazeuse (CPG). 
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Dans un tube à essai, 10 g de produit, 10 ml de chloroforme (VWR international, France) et 

20 ml de méthanol (VWR international, France) sont homogénéisés à l�aide d�un vortex 

pendant deux minutes. Un volume de 10 ml de chloroforme est ajouté au mélange  ; le 

contenu du tube est saturé à l�azote et homogénéisé pendant 30 s. Le mélange obtenu est filtré 

sur papier filtre Watman n° 1  ; le tube et le gâteau sont  lavés avec 50 ml de chloroforme, 50 

ml de méthanol et 50 ml d�eau distillée. Le filtrat biphasique est transféré dans une ampoule à 

décanter, saturé à l�azote et laissé au repos pendant au moins une heure. La phase inférieure 

contenant le chloroforme et les acides gras est récupérée dans un ballon contenant 5 g de 

sulfate de sodium anhydre  ; le contenu du ballon est saturé avec de l�azote et laissé au repos à 

4 °C pendant 15 min. Cette phase, transférée dans un ballon rodé, est séchée sous vide dans 

un évaporateur rotatif (Rotavapor Büchi RE 111, France). 

 

Pour la suite de l�extraction, trois tubes propres, secs et pesés sont utilisés (1, 2, 3). Dans le 

tube 1, à 0,1 g d�acides gras sont ajoutés 1,5 ml d�hexane et 1,5 ml de BFE/méthanol à 8 % 

(v/v ; VWR international, France). Après une saturation à l�azote, le mélange est homogénéisé 

à l�aide d�un vortex et placé à 100 °C pendant 1 h. Lorsque le mélange est refroidi à la 

température ambiante, 1 ml d�hexane et 2 ml d�eau sont ajoutés. Le contenu du tube est de 

nouveau saturé avec de l�azote, homogénéisé et placé au repos à température ambiante 

jusqu�à l�apparition de deux phases. La phase supérieure, placée dans le tube 2, est saturée 

avec de l�azote. La phase inférieure est lavée deux fois avec de l�hexane et les phases 

supérieures de ces lavages sont placées dans le tube 2. Au contenu du tube 2 sont ajoutés 2 ml 

d�eau distillée et 0,5 g de sulfate de sodium. Après un repos à température ambiante, la phase 

supérieure est recueillie dans le tube 3. L�hexane est éliminé de ce tube grâce à un passage 

sous azote. Le tube 3 est pesé et la masse obtenue est resuspendue à raison d'1 ml d�hexane 

par 0,1 g d'acides gras.  

 

Sous forme d'esters méthyliques, les acides gras sont plus volatils, ce qui permet leur analyse 

par CPG. Celle-ci est réalisée avec un chromatographe Peri2000 (Perichrome, France) muni 

d'une colonne capillaire en silice fondue (longueur : 25 m ; diamètre : 0,32 mm) contenant du 

polyéthylène glycol et de l'acide téréphtalique, d'un détecteur FID et d'un logiciel d'intégration 

électronique (Winlab, Perichrome, France). Le volume d'injection est de 1 µl. Les conditions 

d'analyses sont : températures de l'injecteur et du détecteur de 260 °C  ; température initiale 

du four de 70 °C, incrémentation de 40 °C.min-1 jusqu'à 180 °C, puis de 3 °C.min-1 jusqu'à  

220 °C  ; flux d'azote de 60 ml.min-1. 
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Les pics observés sont comparés à ceux de trois solutions standards contenant des acides  

gras : C8, C10, C12, C13, C14, C14:1∆9, C15, C16, C16:1∆9, C17, C18, C18:1∆9, 

C18:2∆9,12, C18:3∆9,12,15, C20, C20:1∆11, C22, C22:1∆13 (Supelco, Sigma, France)  ; 

C14, C16, C16:1∆9, C18:1∆9, C18:1∆11, C18:2∆9,12, C20:1∆11, C18:4∆7,9,12,15, 

C22:1∆11, C22:1∆13, C20:5∆5,8,11,14,17, C22:5∆8,11,14,17,19, C22:6∆5,8,11,14,17,19 

(PUFA n°1 � source marine, Interchrome, France)  ; C14, C16, C16:1∆9, C18, C18:1∆7, 

C18:1∆9, C18:2∆9,12, C18:3∆6,9,12, C20:3∆8,11,14, C20:4∆5,8,8,14, C20:5∆5,8,11,14,17, 

C22:5∆8,11,14,17,19, C22:6∆5,8,11,14,17,19 (PUFA n°2 � source animale, Interchrome, 

France). 

 

III. Les plans d�expériences  

III.1. Réseaux uniformes de Doehlert 

Afin de déterminer les effets linéaires, les effets quadratiques et les interactions entre les 

différents facteurs, le choix s'est porté sur les réseaux uniformes de Doehlert (1970). Ces 

derniers permettent une distribution uniforme des points expérimentaux dans l'espace des 

facteurs normés  ; ces points sont disposés suivant un réseau rhomboédrique. Ce type de 

distribution permet d'augmenter la qualité du modèle prévisionnel. La matrice de Doehlert 

permet également de choisir des niveaux distincts pour chacun des facteurs étudiés. Ainsi, le 

premier facteur a 3 niveaux, le deuxième 5 niveaux et tous les autres facteurs ont 7 niveaux. 

 

Le plan d'expériences sert à sélectionner les essais qui vont permettre d'étudier une réponse Y 

en fonction de plusieurs facteurs X1, X2,�Xk. Cette réponse correspond à la concentration 

de thiocyanate peroxydé, exprimée en mg.l-1. Les facteurs sont des grandeurs continues ou 

discontinues qui peuvent avoir une influence sur la réponse étudiée. Pour chaque facteur, des 

bornes sont déterminées pour le domaine expérimental (Ui min < Ui < Ui max). Les variables 

sont ensuite transformées en variables centrées réduites Xi, ce qui revient à normer les 

variables entre -1 et + 1 (-1 < Xi< +1). Cette opération permet de simplifier le calcul  

matriciel  ; les variables centrées réduites Xij, pour la variable j à l'expérience i, ne dépendent 

plus des unités des facteurs et peuvent donc être comparées entre elles. Elles sont calculées 

selon la formule :  

Aij =  

 

Xij � Aj
(0) 

Cj 
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Aij représente la valeur du facteur j à l'expérience i, Aj
(0) la valeur du facteur j au centre du 

domaine expérimental et Cj le facteur de réduction ou le pas de variation du niveau du facteur. 

 

III.2. Conditions opératoires 

Les conditions expérimentales sont déterminées à partir des expériences préalables réalisées 

au sein du laboratoire et de la littérature. La peroxydation du SCN- est étudiée en fonction des 

concentrations en GOD (X1, 5 niveaux, de 0,5 à 2,5 mg.l-1), en LPO (X2, 7 niveaux, de 0 à 40 

mg.l-1), en glucose (X3, 7 niveaux, de 100 à 2000 mg.l-1) et de la valeur du pH (X4, 3 niveaux, 

de 6,0 à 7,4 ou de 4,5 à 6,7) (Tableau 6). La concentration en SCN- est fixée à 50 mg.l-1. Les 

températures d'incubation sont 4 et 25 °C. 

 

 Facteurs Valeurs expérimentales 
X1: GOD (mg.l-1) 0,5 ; 1,0 ; 1,5 ; 2,0 ; 2,5 

X2: LPO (mg.l-1) 0 ; 6,67 ; 13,33 ; 20,00 ; 26,67 ; 33,33 ; 40,00 

X3: glucose (mg.l-1) 100 ; 337,47 ; 812,53 ; 1050,00 ; 1287,47 ; 1762,53 ; 2000 

6,0 ; 6,7 ; 7,4  
X4: pH 

4,5 ; 5,6 ; 6,7  

Tableau 6 : Domaine expérimental et distribution des niveaux de chaque variable retenue pour 
l�évaluation de la peroxydation du SCN- 
La concentration en SCN- est de 50 mg.l-1 ; le tampon phosphate est utilisé pour les valeurs de pH comprises 
entre 6,0 et 7,4  ; le tampon citrate est utilisé pour les valeurs de pH comprises entre 4,5 et 6,7. 
 

En fonction de la gamme de valeurs de pH désirées, deux tampons ont été sélectionnés : le 

tampon phosphate 0,1 M (K2HPO4 ; Merck, France/KH2PO4 ; Labosi, France) pour des 

valeurs de pH proches de la neutralité (pH 6,0 ; 6,7 et 7,4) et le tampon citrate 0,1 M 

(C6H5O7Na3 ; Sigma, France /Na2HPO4 ; Merck, France) pour des valeurs de pH plus acides 

(pH 4,5, 5,6 et 6,7). Les solutions tampons sont autoclavées à 121 °C pendant 15 min.  

Les solutions des composants du LP-s sont préparées séparément dans les tampons 

correspondants : LPO (lot n° TB297376, 157,1 UI.mg-1, BioSerae, France), 4 g.l-1  ; GOD (lot 

n° 6195352103, 57 UI.mg-1, BioSerae, France), 0,25 g.l-1  ; KSCN, 1,0 M (Prolabo, France) et 

glucose (Labosi, France), 1,11 M. Les solutions sont stérilisées par filtration à travers des 

pores de 0,22 µm de diamètre (Millex®). Le volume final est de 150 ml. Les flacons sont 

placés dans des bains d'eau à 4 ou à 25 °C pendant 72 h d'incubation. 
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III.3. Modélisation de la réponse 

Si quatre facteurs sont étudiés, 21 expériences (N) sont réalisées (N > k2+k+1). Elles incluent 

trois répétitions de l'essai au centre du domaine, afin de prendre en compte l'erreur 

expérimentale, soit un total de 24 expérimentations (Tableau 7).  

 
Variables 

X4 
Valeurs de pH 

Ex
pé

rim
en

ta
tio

ns
 

X1 
GOD 

( mg.l-1) 

X2 
LPO 

( mg.l-1) 

X3 
Glucose 
( mg.l-1) Tampon phosphate Tampon citrate 

1 2,50 20,00 1050,00 6,70 5,60 

2 0,50 20,00 1050,00 6,70 5,60 

3 2,00 40,00 1050,00 6,70 5,60 

4 1,00 0,00 1050,00 6,70 5,60 

5 2,00 0,00 1050,00 6,70 5,60 

6 1,00 40,00 1050,00 6,70 5,60 

7 2,00 26,67 2000,00 6,70 5,60 

8 1,00 13,33 100,00 6,70 5,60 

9 2,00 13,33 100,00 6,70 5,60 

10 1,50 33,33 100,00 6,70 5,60 

11 1,00 26,67 2000,00 6,70 5,60 

12 1,50 6,67 2000,00 6,70 5,60 

13 2,00 26,67 1287,47 7,40 6,70 

14 1,00 13,33 812,53 6,00 4,50 

15 2,00 13,33 812,53 6,00 4,50 

16 1,50 33,33 812,53 6,00 4,50 

17 1,50 20,00 1762,53 6,00 4,50 

18 1,00 26,67 1287,47 7,40 6,70 

19 1,50 6,67 1287,47 7,40 6,70 

20 1,50 20,00 337,47 7,40 6,70 

21 à 24 1,50 20,00 1050,00 6,70 5,60 
Tableau 7 : Matrice uniforme de Doehlert pour les quatre variables, concentrations en GOD 
(X1), LPO (X2), glucose (X3) et valeurs de pH (X4) 
Les expérimentations 21 à 24 correspondent aux trois répétitions réalisées au centre du domaine.  
 

La réponse peut être représentée par une équation quadratique, comprenant 15 coefficients, 

uniquement valable sur l'ensemble du domaine expérimental. 
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Yj = βj0 + Σ  βji Xi +  Σ  βjii Xi
2 +  Σ  Σ   βjij Xi Xj

i = 1 i = 1 i = 1 j = i + 1

4 4 43

 
Yj représente la réponse, Xi les variables indépendantes, βj0 le terme constant, βji les 

coefficients linéaires du premier ordre, βjii les termes carrés, βjij les termes d'interaction. 

L'analyse des chemins optimaux aux différentes prises d'essais permet l'optimisation des 

conditions initiales d'activation du LP-s. 

 

III.4. Etude des surfaces de réponses 

Les résultats expérimentaux et la prédiction de la réponse sur l'ensemble du domaine 

expérimental peuvent être visualisés sous forme de courbes d'isoconcentrations ou 

d'isoréponses générées par le logiciel NEMROD  (Mathieu et Phan-Tan-Luu, 1997). Ces 

courbes sont définies comme des courbes de niveau de la surface de réponse  ; une isoréponse 

est l'ensemble des points tels que la fonction Y = f (X1, X2, ..., Xk) est égale à une constante. 

Ces isoréponses sont des portions de parabole, d'ellipse ou d'hyperbole, car le modèle postulé 

est quadratique. Selon le modèle étudié, il est ainsi possible de suivre l'évolution de la réponse 

en fonction de deux facteurs tout en fixant les autres facteurs à des valeurs constantes, prises 

au centre du domaine expérimental. 

 

A partir de ces représentations graphiques, l'influence des facteurs entre eux et sur la 

concentration de thiocyanate peroxydé peut être déterminée. Dans le but de faciliter la 

compréhension de ces courbes d'isoconcentrations, trois cas sont représentés (Figure 8). Les 

courbes d'isoréponses correspondent à la concentration de thiocyanate consommé. Les 

facteurs influents peuvent être déterminés  ; modifiés, ils induisent une variation significative 

de la réponse. Dans la représentation graphique du cas n°1, le facteur X2 est prépondérant, 

contrairement au facteur X1 qui n'a aucun effet sur la réponse, car l'augmentation ou la 

diminution de la valeur du facteur X2 favorise ou diminue la peroxydation du thiocyanate. Le 

cas n°2 traduit l'influence prépondérante du facteur X1 sur la réponse, tandis que le facteur X2 

n'a aucune influence significative. Le cas n°3 indique une interaction entre les facteurs X1 et 

X2. 
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Figure 8 : Représentation schématique de courbes fictives d'isoréponses en fonction de deux 
facteurs (X1 et X2), le facteur X3 étant fixé à sa valeur centrale 
Le domaine expérimental est délimité par le cercle et les courbes d'isoréponses sont représentées en gras  ; elles 
sont repérées par un numéro qui correspond à une teneur en thiocyanate croissante 
 

IV. Impact du LP-s sur la croissance bactérienne 

IV.1. Comparaison de l'effet antibactérien du LP-s optimisé et du LP-s anciennement 

utilisé au laboratoire 

Les souches L. monocytogenes CIP 82110T et Pseudomonas fluorescens CIP 69.13T sont 

utilisées comme souches cibles. Après trois repiquages successifs dans du TSB-YE, un 

dernier repiquage  et les essais sont réalisés dans du lait en poudre reconstitué (10 % p/v ; 

Oxoid, France). Les expériences sont réalisées à 25 °C et le niveau de population initiale est 

de 104 ufc.ml-1. Deux LP-s sont utilisés : le système non optimisé de Boussouel et al. (2000), 

LP-sN (112,5 UI.l-1 de GOD, 5040 UI.l-1 de LPO, 0,2 g.l-1 de glucose et 25 mg.l-1 de SCN-) et 

le système optimisé (85,5 UI.l-1 de GOD, 3930 UI.l-1 de LPO, 1,5 g.l-1 de glucose et 50 mg.l-1 

de SCN-), LP-sO (Adolphe et al., 2006). Le volume final est de 200 ml, réparti ensuite à 

raison de 15 ml par tube 220 x 20 stériles. La croissance des souches et le pH sont suivis au 

cours de l'incubation. 

 

Cas n°2 

Cas n°1

Cas n°3
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Les autres expérimentations ont été réalisées avec L. monocytogenes DSM 20600T, B. 

thermosphacta DSM 20171T, C. maltaromaticum DSM 20700T et S. putrefaciens CIP 80.40T. 

Les concentrations optimisées du LP-s retenues à partir du plan d�expériences sont 1,5 g.l-1 

(8,33 mM) pour le glucose, 3930 UI.l-1 pour la LPO (25 mg.l-1), 85,5 UI.l-1 pour la GOD (1,5 

mg .l-1) en présence de 50 mg.l-1 (0,5 mM) de SCN-. Les solutions sont stérilisées par 

filtration à travers des pores de 0,22 µm de diamètre. 

 

IV.2. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) 

La CMI est définie comme étant la plus petite concentration d�agent antibactérien exerçant 

une activité inhibitrice sur une souche. Les essais sont réalisés en triple. Le milieu de culture 

est le TS-YE reconstitué, sous forme liquide (TSB-YE) et solide (TSA-YE)  ; le pH est ajusté 

à 6,5 avec NaOH 1 N (Labosi, France) ; le milieu, autoclavé pendant 15 min à 120 °C, peut 

être gélosé par ajout d'agar bactériologique (12 g.l-1) avant la stérilisation.  

 

Deux  types d�analyses des CMI ont été réalisés (Annexes). La première est effectuée avec le 

LP-s optimisé introduit à t = 0 (CMI-LP-s) avec les quatre souches à une concentration 

initiale de 104 à 105 ufc.ml-1. Les constituants du système sont utilisés à différentes 

concentrations, celles optimisées mais également aux dilutions de raison 1/2 (1/2, 1/4, 1/8, 

1/16 et 1/32). Le deuxième type d'expérience est mis en �uvre avec le LP-s optimisé qui a été 

incubé à 25 °C jusqu'à ce que la totalité du SCN- soit consommée (CMI-OSCN-). Les mêmes 

dilutions de raison 1/2 sont ensuite réalisées et l'inoculation des souches est réalisée comme 

précédemment. 

 

Les suspensions bactériennes sont réalisées dans des flacons pour un volume final de 200 ml 

de TSB-YE qui est réparti ensuite dans des tubes 220 x 20 stériles à raison de 15 ml par tube. 

Dans le cas de la dilution des CMI en milieu solide, la souche est incluse dans la gélose et la 

suspension antibactérienne est déposée à la surface de la gélose sous forme de gouttes de 5 µl 

ou dans des puits à raison de 20 µl. 

 

La variation du pH, la concentration en SCN- résiduel (essais CMI-LP-s), l'absorbance à 660 

nm, la consommation de glucose et la population bactérienne sont suivis pendant 296 h 

d�incubation à 4 °C et à la température optimale de croissance de chaque souche test.  
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IV.3. Impact du LP-s sur la croissance bactérienne 

Les quatre souches sont utilisées seules ou en culture mixte, le niveau de population initiale 

est compris entre 104 et 105 ufc.ml-1. Un témoin contenant le LP-s en absence de souches est 

réalisé afin d'observer son fonctionnement dans le milieu TSB-YE et le milieu modèle 

"poisson". 

 

L'ajout du LP-s et les suspensions bactériennes sont réalisées dans des flacons en verre Pyrex 

contenant un volume final de 1000 ml qui est réparti ensuite dans des tubes 220 x 20 stériles à 

raison de 15 ml par tube. Les expérimentations sont conduites en triple dans le cas du TSB-

YE et en double dans le milieu modèle "poisson", à 4 °C pendant 296 h. 

 

IV.3.1. Etude en milieu TSB-YE 

Le milieu de culture est le TSB-YE reconstitué sans ajout et avec 1,5, 2,5 et 4 g.l-1 de glucose.  

Les analyses sont réalisées à 4 °C pendant 296 h d'incubation. 

 

La population bactérienne de chacune des souches, la variation du pH, la peroxydation du 

SCN- et la consommation du glucose sont suivis  au cours de l�incubation. 

  

IV.3.2. Etude sur milieu modèle "poisson" 

Le milieu utilisé est le milieu modèle élaboré à partir de filets de truites arc-en-ciel élevées en 

aquaculture. Les études sont réalisées à 4 °C pendant 296 h. 

 

La population bactérienne de chacune des souches, la variation du pH, la peroxydation du 

SCN-, la consommation en oxygène dissous, la variation du potentiel d'oxydo-réduction, et la 

consommation du glucose sont suivies  au cours de l�incubation.  

Une analyse de la composition en acides gras par CPG est réalisée au déclenchement (t0) et à 

l'arrêt de la manipulation (296 h d'incubation).  
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Chapitre 3 : Résultats et discussion 

 
I. Etude physiologique des souches tests 

L'objectif de ce travail est de mieux connaître les quatre souches tests, d'établir leur carte 

d'identité, par des analyses physiologiques et des tests de sensibilité aux antibiotiques, et de 

valider des milieux sélectifs, commerciaux ou élaborés au sein du laboratoire, pour les 

numérations des souches en culture mixte. 

 

I.1. Caractéristiques physiologiques 

Les premières observations sont réalisées sur des colonies obtenues après isolement sur milieu 

TSA-YE incubé 48 h  à la température optimale de croissance de la souche considérée.  

 

Listeria monocytogenes DSM 20600T se présente sous forme de colonies blanches, opaques, 

bombées, à bords réguliers, d�un diamètre de 2 mm. L'observation des cellules bactériennes 

après coloration de Gram, montre des petits bacilles Gram-positifs à bouts arrondis qui sont 

soit isolés, soit groupés par deux ou en courtes chaînes. 

Les colonies de Brochothrix thermosphacta DSM 20171T possèdent les mêmes 

caractéristiques que celles de L. monocytogenes, mais sont plus petites (1 mm). Les petits 

coccobacilles Gram-positifs sont généralement isolés ou par deux.  

Carnobacterium  maltaromaticum DSM 20730T forme des colonies blanches, arrondies, 

bombées, à bords réguliers et d�un diamètre moyen de 1,5 mm. Les bâtonnets Gram-positifs, 

petits à bouts ronds, sont groupés en général par deux (forme caractéristique en V) ou en 

chaînettes.  

Shewanella putrefaciens CIP 80.40T se présente sous forme de colonies de couleur rose 

orangée, bombées, opaques, à bord irrégulier, d'un diamètre de 3,5 mm. Les bâtonnets à 

Gram-négatif, droits ou incurvés, sont en général disposés en chaînettes.  

 

La croissance de chaque souche a été déterminée aux différentes températures optimales de 

croissance de chacune d'elles, 25 °C (B. thermosphacta et S. putrefaciens), 30 °C (C. 

maltaromaticum) ou 37 °C (L. monocytogenes), ainsi qu�à 4 °C en milieu TSB-YE (Tableau 

8). Dans toutes les conditions et pour toutes les souches, les populations, atteintes en fin 
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d�incubation à 4 °C, sont les mêmes que celles obtenues lors d�une incubation à la 

température optimale de la souche considérée  ; elles sont comprises entre 2 et 6.108 ufc.ml-1 

après 140 h à 4 °C ou après 24 h d�incubation à 25, 30 ou 37 °C. Les quatre souches 

présentent des µmax plus importants à leur température optimale de croissance.  

 
Températures d�incubation (°C) 

Souches 
4 25 30 37 

L. monocytogenes DSM 20600T 0,10 ± 0,01 0,71 ± 0,02 0,75 ± 0,02 0,76 ± 0,02 

B. thermosphacta DSM 20171T 0,10 ± 0,01 0,69 ± 0,01 0,64 ± 0,01 0,65 ± 0,02 

C. maltaromaticum  DSM 20700T 0,10 ± 0,01 0,75 ± 0,01 0,78 ± 0,01 0,77 ± 0,01 

S. putrefaciens CIP 80.40T 0,11 ± 0,01 0,88 ± 0,01 0,86 ± 0,02 0,86 ± 0,01 
Tableau 8 : Taux de croissance maxima (µmax, h-1) obtenus à 4, 25, 30 et 37 °C en milieu 
TSB-YE pour les souches L. monocytogenes DSM 20600T, B. thermosphacta DSM 20171T, 
C. maltaromaticum DSM 20700T et S. putrefaciens CIP 80.40T 
 

Les profils fermentaires obtenus par l�ensemencement de galeries API 50 CH et 20 E ont 

permis de construire des mini-galeries permettant de vérifier rapidement la pureté de chaque 

souche, lors de la chaque décongélation d�un microtube du stock, et la sélectivité des milieux, 

en contrôlant la persistance biochimique des caractères des colonies présentes sur chacun des 

milieux sélectifs lors de cultures mixtes.  

 

Ces profils de fermentation (Tableau 9) permettent de sélectionner des substrats carbonés, 

fermentés uniquement par une seule souche. Ainsi, le rhamnose est fermenté par L. 

monocytogenes DSM 20600T, le L-arabinose par B. thermosphacta DSM 20171T et le 

mélibiose par C. maltaromaticum DSM 20700T. 

 

Le profil de fermentation de S. putrefaciens CIP 80.40T, obtenu après l�ensemencement d�une 

galerie API 20 E (Tableau 10), permet de vérifier que cette souche Gram-négative ne 

fermente pas les substrats carbonés sélectionnés pour les trois autre souches  ; cependant, il ne 

permet pas de mettre en évidence un substrat carboné spécifique permettant de vérifier la 

pureté de cette souche et son appartenance au genre considéré. A partir de données 

bibliographiques, des tests ont été réalisés sur des milieux contenant de la L-cystéine  ; seule 

S. putrefaciens CIP 80.40T est capable de métaboliser ce substrat. 
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Souches 
Substrats carbonés L. monocytogenes 

DSM 20600T 
B. thermosphacta 

DSM 20171T 
C. maltaromaticum

DSM 20700T 
L-arabinose - + - 

D-arabitol + - + 
Glycérol - (+) - 
Inositol - (+) - 
Lactose - + + 

Mannitol - + + 
Mélézitose - (+) (+) 
Mélibiose - - + 

α-méthyl-D-glucoside (+) - + 
α-méthyl-D-mannoside (+) - + 

Rhamnose + - - 
Ribose - + + 

Saccharose - + (+) 
Salicine + (+) + 
Sorbitol - (+) (+) 
Xylitol + - (+) 

D-xylose - (+) - 
L-xylose - (+) - 

Tableau 9 : Profils de fermentation de différents substrats carbonés obtenus après 
ensemencement de galeries API 50 CH  
L�incubation est réalisée à la température optimale de croissance de chacune des souches L. monocytogenes 
DSM 20600T (37 °C), B. thermosphacta DSM 20171T (25 °C), C. maltaromaticum DSM 20700T (30 °C). 
+ : test positif, (+) : test faiblement positif , - : test négatif . 
Les tests suivants sont négatifs pour les trois souches : 2-céto-gluconate, 5-céto-gluconate, adonitol, amidon, D-
arabinose, L-arabitol, dulcitol, érythritol, D-fucose, galactose, gluconate, glycogène, inuline,  D-lyxose, β-
méthyl-D-xyloside, raffinose, sorbose, D-tagatose, D-turanose.  
Les tests suivants sont positifs pour les trois souches : N-acétyl-glucosamine, amygdaline, arbutine, cellobiose, 
esculine, D-fructose, β-gentiobiose, D-glucose, maltose, D-mannose et tréhalose. 
 
 

Substrats Réponse  Substrats Réponse 
Amygdaline -  L-rhamnose - 
L-arabinose -  D-saccharose - 
L-arginine -  Sodium pyruvate - 

Gélatine bovine +  Sodium thiosulfate + 
D-glucose +  D-sorbitol - 

inositol -  Trisodium citrate + 
L-lysine -  Tryptophane désaminase - 

D-mannitol -  Urée - 
D-mélibiose -  Production  d�indole - 

2- nitrophényl-βD-galactopyranoside -  Production de NO2 + 
L-ornithine +  Réduction en N2 - 

Tableau 10 : Profil obtenu après lecture d�une galerie API 20 E, ensemencée avec S. 
putrefaciens CIP 80.40T 
L�incubation est réalisée à 25 °C. + : test positif  ; (+) : test faiblement positif  ; - : test négatif. 
 
A partir de ces résultats, une mini-galerie de fermentation carbonée permettant la 

différenciation des quatre souches de cette étude a pu être établie (Tableau 11). 
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Souches 
Substrats carbonés L. monocytogenes 

DSM 20600T 
B. thermosphacta 

DSM 20171T 
C. maltaromaticum 

DSM 20700T 
S. putrefaciens 

CIP 80.40T 
glucose + + + + 

L-arabinose - + - - 
L-cystéine - - - + 
mélibiose - - + - 
rhamnose + - - - 

Tableau 11 : Mini-galeries d�identification des quatre souches cibles, L. monocytogenes DSM 
20600T, B. thermosphacta DSM 20171T, C. maltaromaticum DSM 20700T et S. putrefaciens 
CIP 80.40T 
+ : test positif, - : test négatif. 
 

I.2. Etude de la sensibilité aux antibiotiques 

En complément de ces galeries de fermentation, l'étude la sensibilité des souches aux 

antibiotiques par des antibiogrammes permet d'affiner leur carte d'identité physiologique 

(Tableau 12).  

 

La céfixime et la céfoxitine n'ont aucun effet sur les souches Gram-positives mais elles 

inhibent la croissance de S. putrefaciens CIP 80.40T. A l'inverse, l'amoxicilline, seule ou en 

association avec l'acide clavulanique, n'a d'effet antibactérien que sur les souches Gram-

positives. La bacitracine et les sulfamides permettent la croissance de L. monocytogenes DSM 

20600T et de B. thermosphacta DSM 20171T. 

 

L. monocytogenes DSM 20600T est la souche la plus sensible aux différents antibiotiques, 

avec une sensibilité à 16 antibiotiques et trois comportements intermédiaires. C. 

maltaromaticum DSM 20700T est sensible à l'action de 15 antibiotiques et à deux 

comportements intermédiaires. B. thermosphacta DSM 20171T apparaît comme la souche la 

moins sensible des souches aux antibiotiques ; sa croissance est inhibée par 12 antibiotiques et 

affectée par deux antibiotiques. S. putrefaciens CIP 80.40T est sensible à 14 des antibiotiques 

testés, mais c'est la seule souche qui ne présente aucun comportement intermédiaire. 

 

La plupart des antibiotiques agissent sur la membrane ou sur le métabolisme (Tableau 13). En 

comparant leurs mécanismes d'action à celui du LP-s, il est possible de prédire la sensibilité à 

ce système. Le LP-s entraîne des dommages au niveau de la membrane et des enzymes clés du 

métabolisme et de la synthèse protéique, ce qui perturbe les activités cellulaires (Mickelson, 

1977 ; Thomas et Aune, 1978b ; Reiter et Härnulv, 1984 ; Reiter et Perraudin, 1991 ; Hui, 

1993 ; Kussendrager et van Hooijdonk, 2000). La différence de sensibilité des quatre souches 
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vis-à-vis des antibiotiques n'est pas significative. D'après ces données, L. monocytogenes 

DSM 20600T, B. thermosphacta DSM 20171T, C. maltaromaticum DSM 20700T et S. 

putrefaciens CIP 80.40T devrait présenter des sensibilités aux LP-s assez proches. 

 

Familles Sous-familles Dénominations 
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amikacine  *S I *S S 

Gentamycine, kanamycine, nétilmicine  S S S S aminoside  

tobramycine  S S *S R 

cefalotine  I I *S R 

cefixime,  cefoxitine R R R *S 

cefoperazone  I R I *S 

cefotaxine  I R *R *S 

céphalosporine 

ceftazidine  R R I S 

amoxicilline  S S S R penicilline A / 
aminopenicilline AMX + acide clavulanique  S S S R 
penicillines A / 

carboxypenicilline ticarcilline  S R S *S 

β-lactamine 

penicilline G penicilline G  S R S R 

 fosfomycine, novobiocine R, S S *S R 
divers 

glycopeptide teicoplanine, vancomycine  S S R R 

lincosamide lincomycine  S R R R 

streptogramine pristinamycine  S S R *S macrolide 

streptogramine erythromycine  R S S S 

phénicole  chloramphenicol  S S S *S 

 bacitracine  R S S R 
polypeptide 

 polymixine B  S R S *R 

 acide nalidixique  R R R *S 
quinolone 

fluoroquinolone ciprofloxacine, pefloxacine S, I S S S, *R 

sulfamides (SSS) S R S *S 

sulfamide  
triméthropime, triméthropime + SSS S S S S 

Tableau 12 : Antibiogrammes obtenus après 48 h d�incubation à la température optimale de 
croissance des quatre souches, L. monocytogenes DSM 20600T, B. thermosphacta DSM 
20171T, C. maltaromaticum DSM 20700T et S. putrefaciens CIP 80.40T 
S : Sensible, I : Indéterminé, R : Résistant, * : repousse. 
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Familles Dénominations Mode d'action 

aminoside amikacine, gentamycine, kanamycine, 
nétilmicine, tobramycine  

Sur les bactéries aérobies et aéro-anaérobies, ces antibiotiques se 
fixent sur la sous-unité 30S des ribosomes de façon irréversible 

β-lactamine  Sur la synthèse de la paroi, arrêt de la synthèse de la muréine 

fosfomycine, novobiocine Sur la synthèse de la paroi, arrêt de la synthèse du peptidoglycane 
divers 

teicoplanine, vancomycine  Sur la paroi, empêche la fixation sur la chaîne de muréine en 
formation 

macrolide  Sur la synthèse protéique, fixation en fonction de la sous-unité 5OS 
des ribosomes 

phénicole chloramphenicol  Sur la synthèse protéique, inhibition de la formation de la liaison 
peptidique 

bacitracine  Sur la membrane cytoplasmique des bacilles Gram-positifs, 
combinaison avec les phospholipides polypeptide 

polymixine B  Sur la paroi des bactéries Gram-positives, combinaison avec les 
nucléotides précurseurs, empêche leur déphosphorylation 

quinolone acide nalidixique  
ciprofloxacine, pefloxacine 

Sur la synthèse des acides nucléiques, blocage de l'activité de 
l'ADN girase 

sulfamide sulfamides (SSS) 
triméthropime, triméthropime + SSS Sur la métabolisme intermédiaire, inhibition de l'acide folique 

Tableau 13 : Mode d'action des antibiotiques 
 

I.3. Validation de milieux sélectifs 

Les antibiogrammes ont permis de mieux connaître chacune des souches tests mais n'ont pas  

permis de mettre au point de milieux sélectifs permettant de numérer sélectivement chacune 

des souches en mélange. Des milieux du commerce ou définis dans la littérature ont été testés.  

Les milieux retenus pour numérer de façon sélective une souche en culture mixte sont le 

milieu PALCAM pour la numération sélective de L. monocytogenes DSM 20600T et le milieu 

STAA pour la numération sélective de B. thermosphacta DSM 20171T. Ces milieux sont 

utilisés en contrôle qualité en industrie alimentaire pour numérer sélectivement ces micro-

organismes. Le milieu MIA (Medium Iron Agar), contenant de la L-cystéine et de la 

bacitracine, est utilisé pour la numération sélective de S. putrefaciens CIP 80.40T (Stenberg et 

al., 1984). Par ailleurs, le milieu MCM (Milieu pour Carnobacterium maltaromaticum), mis 

au point au laboratoire, est utilisé pour la numération de C. maltaromaticum DSM 20700T 

(Edima, 2005). Il est fondé sur la capacité de cette souche à pousser à des pH basiques (8,8), 

en présence d�acide nalidixique (20 mg.l-1), de gentamicine (5,0 mg.l-1) et de vancomycine 

(3,5 mg.l-1). Le milieu est très spécifique pour cette espèce, car il inhibe plus ou moins la 

croissance des autres espèces de ce genre et également Enterococcus faecalis et L. 

monocytogenes, tous deux capables de se développer à des pH fortement alcalins. 

 

 
Conditions Souches Milieux / températures d�incubation (°C) 
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culturales  
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 / 
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 / 
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5,6.108 4,4.108 - - - 
7,9.106 7,1.106 - - - 
4.104 5,3.104 - - - L. monocytogenes DSM 20600T 

3,5.102 4,5.102 - - - 

3.108 - 4,6.108 - - 
1,8.106 - 1,5.106 - - 
2,2.104 - 2.104 - - B. thermosphacta DSM 20171T 
1,6.102 - 1,7.102 - - 

1,8.108 - - 2,3.108 - 
4,9.106 - - 1,7.106 - 
7,4.104 - - 5,5.104 - C. maltaromaticum DSM 20700T 

4,6.102 - - 2,1.102 - 

5,5.108 - - - 4,6.108 
4,6.106 - - - 7,8.106 
7,4.104 - - - 5.104 

Cultures pures 

S. putrefaciens CIP 80.40T 

4,2.102 - - - 1,6.102 

L. monocytogenes DSM 20600T 4.104 4,3.104    
B. thermosphacta DSM 20171T 2,2.104  3,1.104   

C. maltaromaticum DSM 20700T 7,4.104   4,2.104  

Culture mixte 

S. putrefaciens CIP 80.40T 7,4.104    5,7.104 
Tableau 14 : Comparaison des numérations obtenues sur milieu TSA-YE et sur milieux 
sélectifs pour les quatre souches, L. monocytogenes DSM 20600T, B. thermosphacta DSM 
20171T, C. maltaromaticum DSM 20700T et S. putrefaciens CIP 80.40T  
Les niveaux de population initiaux sont de 102, 104, 106 et 108 ufc.ml-1. Les tests ont été réalisés en double. 
 - : niveau de population inférieur à 1 ufc.ml-1  ;* : la numération sur TSA-YE est obtenue pour chaque souche 
après incubation à la température optimale de croissance utilisée pour le milieu sélectif correspondant. 
 

La sélectivité de ces milieux a été testée sur des cultures pures et des cultures mixtes, 

associant ces quatre souches à différentes populations initiales (Tableau 14). Les numérations 

obtenues sur ces milieux sélectifs ont été comparées à celles obtenues sur le milieu témoin 

TSA-YE. Les différences dans les niveaux de population sont dans tous les cas inférieures à 

0,5 unité log10. Ces milieux sélectifs permettent donc d�inhiber les souches non désirées mais 

pas la souche sélectionnée.  

 

Résumé 
Des tests biochimiques fondés sur la fermentation du glucose (pour les quatre souches), 

du rhamnose (L. monocytogenes DSM 20600T), du L-arabinose (B. thermosphacta DSM 

20171T), du mélibiose (C. maltaromaticum DSM 20700T) et de la L-cystéine (S. 

putrefaciens CIP 80.40T) permettent de vérifier la pureté des souches. Les 

antibiogrammes ont permis d'affiner la carte d'identité des souches tests. L. 
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monocytogenes DSM 20600T est la souche la plus sensible aux antibiotiques, B. 

thermosphacta DSM 20171T est celle qui est la moins sensible. Trois milieux sélectifs 

commerciaux ont été testés. Il sont spécifiques et non inhibiteurs de la croissance de la 

souche à sélectionner en cultures pures et en cultures mixtes associant ces quatre 

souches dans différentes proportions. Le milieu PALCAM permet la numération 

sélective de L. monocytogenes DSM 20600T, le milieu STAA celle de B. thermosphacta 

DSM 20171T. Le milieu MCM, créé au sein du laboratoire, est utilisé pour la numération 

sélective de C. maltaromaticum DSM 20700T et  le milieu MIA pour celle de S. 

putrefaciens CIP 80.40T.  

 

II. Etude du fonctionnement du LP-s 

Dans la littérature, le choix des concentrations des différents constituants du LP-s n�est pas 

toujours explicité. Dans certains cas, les activités spécifiques de la GOD et de la LPO ne sont 

pas précisées. Par ailleurs, des interactions existent entre les différents composants du LP-s. 

L�activité optimale de la LPO dépend de la présence d�une concentration suffisante en SCN- 

car une concentration insuffisante entraîne une inactivation réversible de l�enzyme. Son 

activité est également dépendante de la concentration en H2O2, car un excès de ce substrat 

aboutit à deux formes de LPO oxydées, une inactivée de manière irréversible et une autre 

inactivée de manière réversible (Kohler et Jenzer, 1989 ; de Witt et van Hooydonk, 1996). 

L�activité de la GOD est inhibée par le glucose et/ou par l�acide gluconique et par l�H2O2 

(Nicol et Duke, 1966 ; Miron et al., 2004). Par ailleurs, son activité est constamment 

"contaminée" par une activité catalasique.  

 

Cette partie porte sur l'étude du fonctionnement du LP-s en vue d'optimiser son activité 

antibactérienne. Une analyse des interactions entre les différents composants va permettre de 

mieux appréhender son fonctionnement. L'utilisation de plans d'expériences permet d'étudier 

l'impact des rapports de concentrations entre la LPO, la GOD et le glucose, ainsi que de la 

valeur du pH sur la peroxydation du SCN-. Les meilleures conditions de fonctionnement du 

système seront définies afin d'optimiser la peroxydation du SCN-. Ces analyses ont été 

réalisées dans deux tampons différents, le tampon citrate 0,1 M (pH 4,5, 5,6 et 6,7) et le 

tampon phosphate 0,1 M (6,0, 6,7 et 7,4) afin de couvrir une large gamme de valeurs de pH.  

Ces analyses sont réalisées en milieu tampon afin d'étudier tous les mécanismes et les 

réactions qui ne sont dus qu'au fonctionnement du LP-s. L'emploi d'une matrice alimentaire, 
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plus complexe, impliquerait des interactions avec les composants de cette dernière qui 

fausseraient l'étude du fonctionnement du LP-s seul. 

Un des points clé du fonctionnement du LP-s est la disponibilité de l'oxygène. Cependant 

aucune donnée n'existe dans la littérature relative à l'impact de ce substrat. Cette étude sera 

réalisée en milieu TSB-YE, en réacteur à teneur en oxygène contrôlée. Toutes les expériences 

seront réalisées en triple. Une comparaison de l'effet inhibiteur du LP-s optimisé et du LP-s 

anciennement utilisé au sein du laboratoire sur la croissance de L. monocytogenes CIP 82110T 

et de P. fluorescens CIP 6913T sera réalisée et permettra de valider l'optimisation du LP-s. 

 

II.1. Activités enzymatiques de la glucose oxydase et de la lactoperoxydase 

Les activités des deux enzymes du LP-s ont été testées dans les deux tampons utilisés lors des 

plans d'expérience, à 4 et à 25 °C pour des valeurs de pH variant de 4,5 à 7,4 (Tableau 15). 

 

A pH 6,7, l'analyse des résultats permet de conclure qu'il n'y a pas d'effet significatif de la 

nature du tampon (citrate ou phosphate) sur les activités enzymatiques de la GOD 

(respectivement 85,5 et 85,6 UI.l-1) et de la LPO (respectivement 4390,0 et 4352,5 UI.l-1). 

 

Valeurs de pH (nature du tampon) 

En
zy

m
es

 

Te
m

pé
ra

tu
re

  
(°

C
) 

4,5 
(citrate) 

5,6 
(citrate) 

6,0 
(phosphate) 

6,7 
(citrate) 

6,7 
(phosphate) 

7,4 
(phosphate) 

25 244,5 ± 3,6 244,5 ± 3,6 87,1 ± 3.0 85,5 ± 3,3 85,6 ± 2.9 88,1 ± 3.0 
GOD 

4 ND ND 84,5 ± 3.1 ND 83,0 ± 3.0 85,6 ± 3.3 

25 3982,5 ± 62,5 4390,0 ± 72,5 4530,0 ± 77.5 4390,0 ± 47,5 4352,5 ± 67.5 3077,5 ± 62.5
LPO 

4 ND ND 1780,0 ± 47.5 ND 1797,5 ± 52.5 1282,5 ± 52.5

Tableau 15 : Activités enzymatiques (UI.l-1) de la GOD et de la LPO mesurées en tampons 
phosphate et  citrate à différentes valeurs de pH, à 25 et à 4 °C 
ND : Non Déterminé. 
 

Pour l�activité de la GOD, aucune différence significative n�est observée à 4 et à 25 °C en 

tampon phosphate pour des valeurs de pH de 6,0, 6,7 et 7,4. Cette activité est trois fois plus 

élevée aux valeurs acides de pH, 4,5 et 5,6 (244,5 UI.l-1). Haouz et al. (2001) ont montré que 

la GOD est active sur une gamme de pH comprise entre 4 et 7, avec un optimum à 5,5 et nos 

résultats indiquent une valeur de pH optimum similaire.  
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L�activité enzymatique de la LPO est très affectée par la température, car elle est 60 % plus 

faible à 4 qu'à 25 °C.  Cette activité est faiblement modifiée par les variations de pH sauf 

lorsqu'il est de 4,5 ou de 7,4, valeurs pour lesquelles les pertes d'activité sont respectivement 

de 12 et de 30 %. Ces résultats concordent avec ceux de Reiter et al.  (1976), de Wever et al. 

(1982) et de Hernandez et al. (1990) qui ont observé l'activité optimale de la lactoperoxydase 

pour des valeurs de pH comprises entre 5 et 6,5.    

 

II.2. Impact de la GOD, de la LPO, du glucose et de la valeur du pH sur la 

peroxydation du thiocyanate 

II.2.1. Analyses de la peroxydation du thiocyanate 

La teneur en SCN- résiduel a été mesurée à intervalles réguliers pendant 72 h d�incubation 

dans les différentes conditions expérimentales du plan d�expériences, à 4 et 25 °C. Une 

comparaison entre ces différentes conditions est possible pour toutes les expériences du plan 

mais ne sera exploitée dans cette partie qu'au centre du domaine expérimental (SCN-, 50 mg.l-

1  ; GOD, 85,5 UI.L-1  ; LPO, 3140 UI.l-1  ; glucose, 1050 mg.l-1 avec un pH initial de 5,6 en 

tampon citrate et de 6,7 en tampon phosphate, à 4 et à 25 °C).  

 

En tampon phosphate, à pH 6,7, la peroxydation du SCN- est plus rapide à 25 qu�à 4 °C 

(Figure 9).  Au cours des cinq premières heures d�incubation, la peroxydation est de  

2,2 mg.l-1.h-1 à 25 °C à pH 6,7, de 0,9 mg.l-1.h-1 à 4 °C à pH 6,7 et à 25 °C à pH 5 ,6. Au cours 

des 20 premières heures d�incubation, la peroxydation est quasiment la même à 25 °C à pH 

5,6 qu�à 4 °C à pH 6,7  ; à 20 h d�incubation, la concentration totale de SCN- peroxydé est la 

plus importante à 25 °C à pH 6,7. Après 30 h d�incubation, la peroxydation du SCN- est 

ralentie, environ 0,5 mg.l-1.h-1 à pH 6,7 à 4 et à 25 °C et 0,02 mg.l-1.h-1 à 25 °C à pH 5,6.  
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Figure 9 : Analyses de peroxydation du SCN- à 4 et à 25 °C en tampon phosphate à pH 6,7 ou 
en tampon citrate à pH 5,6 
La concentration initiale en thiocyanate est de 50 mg.l-1 ; les autres composants du LP-s sont à leur valeur 
correspondant au centre du domaine expérimental testé par la méthode RSM : GOD, 85,5 UI.L-1  ; LPO, 3140 
UI.l-1  ; glucose, 1050 mg.l-1, à 4 et à 25 °C. X, tampon phosphate à pH 6,7 à 4 °C ; ●,  tampon phosphate à pH 
6,7 à 25 °C ;  tampon citrate à pH 5,6 à 25 °C. 
 

Les temps d�incubation de 5 et 30 h seront sélectionnés pour l�analyse des résultats obtenus 

par l�étude des surfaces de réponses (Response Surface Methodology, RSM). Cinq heures 

d�incubation correspondent à la vitesse initiale de la peroxydation du SCN-. Au de-là de 30 h 

d�incubation, le système commence à être ralenti, et peut être en défaut de substrats (H2O2, O2 

et/ou SCN-). 

 

II.2.2. Quantification de l�impact des différents facteurs 

L'impact des différents facteurs, LPO, GOD, glucose et valeurs de pH, sur la peroxydation du 

SCN-, est donné par une équation polynomiale (Tableau 16). Les coefficients précédés d�un 

signe négatif indiquent qu�une augmentation du facteur correspondant diminue la réponse et 

donc l'efficacité inhibitrice du LP-s. 

 

Les termes constants (β0) sont plus élevés après 30 qu�après 5 h d�incubation. Ces 

observations montrent que le LP-s est encore actif après 30 h d�incubation. C�est en tampon 

phosphate à 25 °C que la valeur de β0 est la plus importante, donc que la peroxydation du 

SCN- est maximale. 
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Tampon phosphate  Tampon citrate  

4 °C 25 °C 25 °C Facteurs Termes 

5 h 30 h 5 h 30 h 5 h 30 h 

 β0 10,345* 29,245* 13,697 * 39,34 * 6,395 * 21,352 * 

GOD β1 2,107° 5,262* 1,695 * 4,604 * 0,037 2,231 * 

LPO β2 4,255* 8,191* 4,081 * 11,64 * 1,779 * 8,626 * 

Glucose β3 5,879* 16,765* 3,826 * 12,819 *  1,991 * 7,849 * 

pH β4 -0,803° -2,844* 0,425° -2,637 * -0,338 * -0,903 * 

GOD² β11 0,220° -3,825° -1,775 * -0,595° -1,010 * -2,288 * 

LPO² Β22 -5,380* -17,513* -9,012 * -20,976 * -3,574 * -5,244 * 

Glucose² β33 -1,830° -9,760* -1,125 * -7,206 * 0,904 * -5,978 * 

pH² β44 0,298° 0,434° 3,185 * 4,384 * -1,200 * -0,260° 

GOD.LPO β12 4,042° 3,707° 0,456° 0,058 ° 1,137 * 12,073 * 

GOD.glucose β13 0,437° -2,615° -3,082 * -14,019 * -0,592 * -4,281 * 

LPO.glucose β23 -1,821° -5,070° -2,11 * -3,495 * -1,568 * -6,61 * 

GOD.pH β14 0,059° 5,475° 3,33 * 6,621 * -4,165 * -12,271 * 

LPO.pH β24 0,170° -4,876° -3,993 * -6,409 * -2,039 * -4,453 * 

Glucose.pH β34 6,631° 4,340° 3,746 * 5,334 * 2,249 * 0,905 * 

R²  0,856 0,889 0,788 0,773 0,829 0,749 

R²A  0,631 0,716 0,458 0,419 0,562 0,360 

Tableau 16 : Valeurs des coefficients obtenus pour les quatre variables après 5 et 30 h 
d�incubation à 4 et à 25 °C : concentrations en GOD (X1), en LPO (X2), en glucose (X3) et 
valeurs de pH (X4)  
La réponse est donnée par la peroxydation du thiocyanate  ; elle est analysée après 5 et 30 h d�incubation en 
tampon phosphate ou citrate 0,1 M à 4 et à 25 °C. Ecart de confiance: °, < 95 %  ; *, >95 %. 
 

Les valeurs de β0 et des coefficients de chaque facteur (βi) sont de 20 à 50 % plus élevées pour 

la gamme de pH de 6,0 à 7,4 que pour la gamme de pH de 4,5 à 6,7. Le système est donc 

significativement plus efficace lorsque la valeur de pH est proche de la neutralité, ce qui 

correspond aux essais réalisés en tampon phosphate aux pH de 6,0, 6,7 et 7,4. Or 

précédemment lors de l'analyse des activités enzymatiques, aucune influence de la nature du 

tampon n'avait été relevée. Ces mesures avaient été faites en prenant les enzymes séparément, 

la GOD seule et la LPO seule avec un ajout initial d'H2O2. Lorsque le système est complet, la 
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nature du tampon a une influence sur la peroxydation du SCN-, le tampon phosphate 

permettant la meilleure activité. 

 

Les valeurs des coefficients constants (β1, β2, β3 et β4) indiquent que les deux facteurs ayant le 

plus d�impact sur la réponse sont la LPO et le glucose, quelles que soient la nature du tampon 

et/ou la température d�incubation. En tampon phosphate à 4 °C, le glucose est le facteur 

prépondérant. Il détermine la concentration d�H2O2 produit et donc la concentration de SCN- 

peroxydée. De plus, l�H2O2 peut aussi oxyder le SCN- ce qui corrobore les résultats de de Witt 

et van Hooydonk (1996). 

 

La LPO est le second facteur qui interagit le plus avec la réponse. Les différences entre 4 et 

25 °C en tampon phosphate sont significatives. Ce résultat est justifié car l�activité de cette 

enzyme est 60 % plus faible à 4 qu�à 25 °C. L�impact de la LPO en tampon citrate tout au 

long de l�incubation est du même ordre de grandeur que celui observé en tampon phosphate à 

4 °C. Lorsque tous les éléments du LP-s sont réunis, la peroxydation du SCN- à  

4 °C  représente 49 % de celle à 25 °C. Pour ces analyses, réalisées en triple, les analyses 

statistiques montrent que la différence d'inhibition observée est significative.  Une inhibition 

partielle de l'activité de la LPO seule a été notée à 4 °C, mais elle est diminuée lorsque 

l'enzyme agit au sein du LP-s. 

 

La production d�acide gluconique par le LP-s n�a pas d'action significative sur la valeur du pH 

dans les conditions expérimentales étudiées. En 72 h d�incubation, une variation de 0,2 unité 

de pH a été notée. Dans la gamme choisie, les valeurs du pH ont un faible effet sur la réponse. 

Cet impact augmente lorsque la durée d�incubation augmente et il est plus important en 

tampon phosphate qu�en tampon citrate.  

 

La GOD exerce un faible impact positif sur la peroxydation. A 5 h d�incubation, cet effet est 

quasiment nul en tampon citrate à 25 °C  ; après 5 et 30 h d'incubation en tampon phosphate, 

il est identique à 4 et à 25 °C. En tampon citrate, les  conditions expérimentales sont plus 

proches de la gamme de pH optimal de l�activité enzymatique de la GOD, soit 5,5, (Haouz et 

al., 2001). Plus les conditions expérimentales se rapprochent de cette gamme de pH, moins la 

GOD seule a d�impact sur la peroxydation  ; en tampon phosphate à 4 °C, cet impact est de 

2,107 et 5,262 à 5 et 30 h d'incubation  ; à 25 °C, il est de 1,695 et 4,604 à 5 et 30 h, et en 

tampon citrate à 25 °C, il est de 0,037 et 2,231 à 5 et 30 h. 
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A 4 °C, les valeurs des coefficients des interactions (βij) ne sont pas significatives à 95 %. A  

25 °C et après 30 h d�incubation, les interactions GOD/glucose sont plus importantes en 

tampon phosphate (pH 6,0, 6,7 et 7,4) qu'en tampon citrate (pH 4,5, 5,6 et 6,7) contrairement 

aux interactions GOD/LPO. Les interactions GOD/pH sont positives sur la réponse en tampon 

phosphate (+ 6,621) mais sont négatives et deux fois plus importantes en tampon citrate  

(- 12,271).  

La GOD seule n�a qu�une très faible influence sur la peroxydation du SCN-, mais toutes les 

interactions qui ont un impact significatif sur la peroxydation incluent la GOD. La GOD est 

un élément central du LP-s par sa production d�H2O2 et par toutes ses régulations. L�activité 

de la GOD est inhibée par le glucose et/ou l�acide gluconique et par l�H2O2 (Nicol et Duke, 

1966 ; Miron et al., 2004). L�activité de cette enzyme est constamment contaminée par une 

activité catalasique (Reiter et al., 1964 ; Wolfson et Sumner, 1993). Dans un premier temps, 

cette dernière favorise l�action de la GOD qui augmente ainsi le taux de production d�H2O2. 

Ensuite, cette augmentation induit une désactivation proportionnelle de la catalase qui décroît 

l�activité de la GOD (Miron et al., 2004).  

 

Les courbes d'isoréponses sont établies en fixant deux des paramètres au centre de leur 

domaine d'expérimentation (Figure 10). Tous les points placés sur une même courbe 

d'isoréponse ont la même valeur. La Figure 10a indique que la variation de la concentration en 

GOD n'a pas de réel impact sur la peroxydation du SCN-. Lorsque la concentration en LPO 

augmente jusqu'à 29 mg.l-1, la peroxydation du SCN- est plus importante jusqu'à devenir 

totale. Cependant si cette concentration de 29 mg.l-1 est dépassée, la concentration de SCN- 

peroxydé diminue jusqu'à 36,88 mg.l-1. Sur la Figure 10b, l'absence d'impact de la GOD est 

retrouvée. De la même manière que pour la LPO, une augmentation de la concentration en 

glucose dès 1100 et jusqu'à 2200 mg.l-1, permet d'augmenter la peroxydation jusqu'à ce qu'elle 

soit totale, dès 1050 mg.l-1 en glucose. La Figure 10c indique une action synergique du 

glucose et de la LPO sur la réponse, le maximum de peroxydation du SCN- (totale) étant 

observé pour des concentrations en LPO comprises entre 17 et 32 mg.l-1 et pour des 

concentrations en glucose supérieures à 1050 mg.l-1. L'action du pH est presque nulle, lorsque 

la concentration en LPO est inférieure à 15 mg.l-1 (Figure 10d). Au delà de cette 

concentration, la peroxydation du SCN- diminue quand la valeur du pH augmente au-delà de 

6,7.  
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Ces graphes sont utiles pour visualiser les interactions entre deux facteurs sur la réponse mais 

il faut les utiliser conjointement avec les équations polynomiales afin de bien analyser le 

fonctionnement du système complet dans son ensemble. 

 

Figure 10 : Impact, à 25 °C en tampon phosphate après 30 h d'incubation, de deux paramètres, 
les deux autres étant fixés au centre du domaine d'expérimentation 
Domaine d'expérimentation : GOD, 0,5 à 2,5 mg.l-1  ; LPO, 0 à 40 mg.l-1  ; glucose, 100 à 2000 mg.l-1  ; pH, 6,0 à 
7,4. Centre du domaine d'expérimentation : GOD, 1,5 mg.l-1 (85,6 UI.l-1) ; LPO, 20 mg.l-1 (4352,5 UI.l-1)  ; 
glucose, 1050 mg.l-1  ; pH, 6,7. 
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II.3. Détermination des conditions optimales du fonctionnement du LP-s 

L�optimisation des composants du LP-s est réalisée par l�analyse des chemins optimaux 

(Figure 11). Afin de bien détailler cette analyse, l�exemple des chemins optimaux obtenus en 

tampon phosphate à 25 °C après  30 h d�incubation a été retenu. 

Figure 11 : Optimisation des concentrations du LP-s en tampon phosphate 0,1 M à 25 °C 
après 30 h d�incubation avec une concentration initiale en SCN- de 50 mg.l-1, en utilisant la 
matrice de Doehlert 
a, chemin optimal du SCN- peroxydé  ; b, chemins optimaux des différents facteurs pris simultanément : X1, 
concentrations en GOD, 28,5 à 142,5 UI.l-1  ; X2, concentrations en LPO, 0 à 6284 UI.l-1  ; X3, concentrations en 
glucose, 0,1 à 2 g.l-1 et X4, valeurs de pH, 6,0 à 7,4. Sur l�axe �facteur�, les valeurs 1,00 et � 1,00 représentent les 
extrémités du domaine de chaque facteur. La valeur 0,00 est le centre du domaine expérimental. Tous les plans 
(en tampon phosphate à 4 et 25 °C et en tampon citrate à 25 °C) ont été réalisés en triple. 
 

Lorsque la valeur de l�axe �distance� est de + 1,00, tout le thiocyanate (50 mg.l-1) est 

peroxydé (Figure 11a). Les valeurs �1,00 et 1,00 sur l�axe des ordonnées �facteur� 

représentent les extrémités du domaine de chaque facteur et 0,00 représente le centre du 

domaine expérimental : 85,5 UI.l-1 pour la GOD (X1), 3142 UI.l-1 pour la LPO (X2), 1050 

mg.l-1 pour le glucose (X3), et 6,7 pour la valeur du pH (X4). L�optimisation est obtenue 

lorsque la valeur de 1,00 sur l�axe �distance� est atteinte (Figure 11a) et les concentrations 

optimales sont ensuite ajustées (Figure 11b). Pour donner un exemple d�optimisation, la 

valeur de X1 (GOD) doit être diminuée d�environ 40 % par rapport au centre du domaine afin 

d�obtenir une peroxydation maximale. Les valeurs de X1 varient entre 28,5 et 142,5 UI.l-1 et 

le centre du domaine est fixé à 85,5 UI.l-1  ; ainsi la concentration optimisée de X1 est de 62,7 

(a) 
SCN- peroxydé (mg.l-1) Facteurs (X) (b) 
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UI.l-1. La même analyse est réalisée pour chaque facteur pour ces conditions expérimentales. 

La peroxydation maximale du thiocyanate est obtenue avec des concentrations de 62,7 UI.l-1 

pour la GOD (X1, 40 % plus faible que le centre du domaine), 3990 UI.l-1 pour la LPO (X2, 27 

% plus élevé par rapport au centre du domaine) et 1,6 g.l-1 pour le glucose (X3, 46 % au-

dessus du centre du domaine) avec une valeur de pH initiale de 6,2 (X4, 75 % en dessous du 

centre du domaine).  

Une analyse similaire est effectuée pour chaque durée d�incubation, entre 5 et 47 h (Tableau 

17).  

Les concentrations optimisées en GOD sont plus élevées à 4°C en tampon phosphate ainsi 

qu�à 25 °C en tampon citrate que celles obtenues en tampon phosphate à 25 °C. La valeur du 

pH optimum est un peu plus faible en tampon phosphate à 25 °C. Aucune différence 

significative n�est notée en ce qui concerne les concentrations optimales en glucose et en 

LPO.  

 
Temps  (h) Facteurs Tampons Températures 

(°C) 5 10 22 30 47 

4 102,6 ND 102,6 96,9 102,6 
phosphate 

25 96,9 85,5 74,1 62,7 68,4 
[GOD]  
(UI.l-1) 

citrate 25 91,2 96,9 102,6 91,2 102,6 
        

4 3799,4 ND 3532,5 3658,1 3862,2 
phosphate 

25 3611 4129,1 4097,7 3987,8 3925 
[LPO]  
(UI.l-1) 

citrate 25 3689,5 3673,8 3563,9 3987,8 3909,3 
        

4 1,55 ND 1,51 1,59 1,55 
phosphate 

25 1,59 1,56 1,49 1,59 1,49 
[Glucose]  

(g.l-1) 
citrate 25 1,44 1,48 1,52 1,51 1,48 

        

4 6,8 ND 6,7 6,7 6,6 
phosphate 

25 6,2 6,1 6,3 6,2 6,2 
Valeur de 

pH 
citrate 25 6,3 6,3 6,4 6,5 6,7 

Tableau 17 : Valeurs des concentrations en GOD, LPO, glucose et valeurs de pH pour une 
optimisation du LP-s en tampons phosphate et citrate à 4 et à 25 °C, pour les différentes 
durées d�incubation entre 5 et 47 h d'incubation 
ND: Non Déterminé. 
 

La moyenne entre les différentes conditions expérimentales et tous les temps de prélèvements 

permettent de déterminer les conditions pour le fonctionnement optimisé du LP-s : 85,5 UI.l-1 
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pour la GOD, 1,5 mg.l-1 pour le glucose et 3930 UI.l-1 pour la LPO avec une valeur initiale de 

pH initial de 6,5. 

La comparaison entre les conditions d�optimisation trouvées et la littérature est délicate car la 

pureté des différentes enzymes et le niveau de la contamination de la GOD par l�activité 

catalasique ne sont pas mentionnés. Les concentrations des composants du LP-s varient 

largement selon la source bibliographique ou bien ne sont pas précisées (Tableau 3, I.3. de la 

revue bibliographique). 

Dans le lait de vache, la concentration en LPO est de 30 mg.l-1 (Reiter et Härnulv, 1984 ; 

Kussendrager, 1994). Cette concentration en LPO est proche de celle obtenue après 

l�optimisation réalisée précédemment (environ 25 mg.l-1) ainsi que celles citées dans la 

littérature. Dionysius et al. (1992), Bosch et al. (2000), Boussouel et al. (2000), Revol-

Junelles et al. (2001) et Mc Lay et al. (2002) utilisent des concentrations en  LPO supérieures 

à la concentration optimisée soit respectivement, 14000 UI.l-1, 30 mg.l-1, 5040 UI.l-1,  

4970 UI.l-1 et 187,5 mg.l-1. A l�inverse, Kennedy et al. (2000) et Dufour et al. (2003) 

emploient de plus faibles concentrations, 19 et 0,5 mg.l-1  ; comme les activités des enzymes 

ne sont pas précisées, les comparaisons ne sont pas possibles. Dans l�article de Denis et 

Ramet (1989), la concentration pour la LPO est plus faible (20 mg.l-1) mais l�activité 

enzymatique est plus élevée (8000 UI.l-1). 

 

Les concentrations en GOD mentionnées dans la littérature sont supérieures à celle obtenue 

dans cette expérimentation sauf dans le cas de l'étude conduite par Revol-Junelles et al. 

(2002) où elle est de 42 UI.l-1  ; elles varient de 100 UI.l-1 (Dionysius et al., 1992 ; Bosch et 

al., 2000) à 984 UI.l-1 (Kennedy et al., 2000). 

Les concentrations en glucose retenues par Boussouel et al. (2000), Revol-Junelles et al. 

(2001) et Dufour et al. (2003) sont plus faibles que celles du LP-s optimisé, respectivement 

0,2, 0,2 et 0,013 g.l-1. Celles des autres auteurs sont supérieures, de 2,60 à 19,59 g.l-1 (Denis et 

Ramet, 1989 ; Dionysius et al., 1992 ; Bosch et al., 2000 ; Kennedy et al., 2000 ; McLay et 

al., 2002). 

Les concentrations en SCN- sont comprises entre 2,24 et 500 mg.l-1 (Denis et Ramet, 1989 ; 

Dionysius et al., 1992 ; Bosch et al., 2000 ; Boussouel et al., 2000 ; Kennedy et al., 2000 ; 

Revol-Junelles et al., 2001 ; McLay et al., 2002 ; Dufour et al., 2003). La concentration de 

SCN- naturellement présente dans le lait de vache est de 15 mg.l-1 (Reiter et Perraudin, 1991 ; 

Kussendrager, 1994).  
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En comparant les ratios substrat/enzyme (glucose/GOD, SCN-/LPO), seul le LP-s utilisé par 

Denis et Ramet (1989) est quasiment similaire à celui du système optimisé. Toutes les 

expériences ont  été menées en milieu de laboratoire ou dans du lait, mais jamais dans du 

tampon. Cette condition peut interférer avec le bon fonctionnement du LP-s. Les essais 

réalisés par Kennedy et al. (2000) et MacLay et al. (2002) sont réalisés à pH 7,8, valeur qui 

n�est pas comprise dans les gammes de valeurs de pH optimales des activités de la GOD et de 

LPO. A l�inverse, Bosch et al. (2000) travaillent à pH 5,0 ce qui peut aussi être défavorable. 

Seuls Denis et Ramet (1989) et Kennedy et al. (2000) travaillent à des températures de 4 et  

15 °C. 

 

II.4. Comparaison de l�impact du LP-s optimisé, LP-sO, et du LP-s utilisé 

préalablement au laboratoire, LP-sN, sur la croissance de L. monocytogenes CIP 

82110T et P. fluorescens CIP 6913T 

L'effet antibactérien du LP-s optimisé a été testé contre deux souches cibles en milieu lait 

écrémé reconstitué à 25 °C, en comparaison avec les travaux préalablement réalisés au 

laboratoire (Figure 12).  

 

Dans le lait, en absence de LP-s et à 25 °C, le pH est stable à une valeur de 6,4 et L. 

monocytogenes CIP 82110T a une croissance rapide, de 2,4.104 à 4,3.107 ufc.ml-1 en 24 h. Les 

deux systèmes ont un effet bactériostatique sur la croissance de cette souche. Néanmoins, le 

LP-s optimisé augmente l'effet bactériostatique, qui passe de 48 h à 72 h  ; après 96 h 

d'incubation, le niveau de population est de 1,4.107 ufc.ml-1 pour le LP-s utilisé par Boussouel 

et al. (2000), LP-sN, et de 1,0.105 ufc.ml-1 pour le système optimisé, LP-sO. En présence des 

systèmes lactoperoxydasiques, les valeurs de pH diminuent de 6,5 à 6,2. 

 

En absence de LP-s, P. fluorescens CIP 69.13T croît de 4,2.103 à 1,1.107 ufc.ml-1 en 24 h. En 

présence du LP-sN, une faible bactériostase est observée pendant 12 h, puis la croissance 

reprend pour atteindre un niveau de population de 4,2.106 ufc.ml-1 dès 36 h d'incubation. Le 

LP-sO exerce un effet bactéricide  ; de 24 h et jusqu'à 96 h d'incubation, la population de P. 

fluorescens CIP 69.13T est inférieure à 1 ufc.ml-1. 
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Figure 12 : Comparaison de l'efficacité antibactérienne du LP-sN et du LP-sO vis-à-vis de L. 
monocytogenes CIP 82110T et de P. fluorescens CIP 69.13T à 25 °C dans du lait reconstitué à 
10 % (p/v) 
Deux LP-s sont utilisés : le LP-sN, le système non optimise de Boussouel et al. (2000  ; 112,5 UI.l-1 de GOD, 
5040 UI.l-1 de LPO, 0,2 g.l-1 de glucose et 25 mg.l-1 de SCN-) et le LP-sO, notre système optimisé (85,5 UI.l-1 de 
GOD, 3930 UI.l-1 de LPO, 1,5 g.l-1 de glucose et 50 mg.l-1 de SCN-). 
L. monocytogenes CIP 82110T sans LP-s ( ∆ ), avec le LP-sN ( ▲ ), avec le LP-sO (▲). 
 P. fluorescens CIP 69.13T sans LP-s ( □ ), avec le LP-sN ( ■ ), avec le LP-sO ( ■  ). 
  , niveau de population inférieur à 1 ufc.ml-1. 
 
 
Résumé 
L�activité spécifique de la GOD n�est pas influencée par une basse température, telle que 

4 °C. Elle est presque trois fois plus importante à des valeurs de pH inférieures à 6,0. 

Ces activités dépendantes de la valeur du pH sont en accord avec celles montrées par 

Haouz et al. (2001). L�activité spécifique de la LPO est affectée, jusqu'à 30 % de perte, 

par les valeurs de pH de 4,5 et 7,4, ce qui corroborent les résultats exposés par Reiter et 

al. (1976), Wever et al. (1982) et Hernandez et al. (1990). Une température de 4 °C 

décroît de manière élevée cette activité, avec 60 % de perte. 

 

Les réseaux de Doehlert ont permis d'analyser le fonctionnement du LP-s dans son 

ensemble, d'étudier les interactions entre les différents facteurs et de quantifier leur 

impact sur la peroxydation du SCN- (Figure 13). La LPO et le glucose sont les facteurs 

qui ont le plus d'impact sur la peroxydation du SCN-. Toutes les interactions avec la 

GOD influencent très significativement cette réponse. Ce résultat est en rapport avec les 
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inhibitions que cette enzyme subit par ses propres produits, l'acide gluconique et l'H2O2. 

L�H2O2 est un élément clé du fonctionnement du système car, en fonction de sa 

concentration, il peut inhiber les deux enzymes du système. 

 

La littérature rapporte des conditions opératoires fort différentes pour les différents 

constituants du LP-s. Ceci complique et/ou rend impossible la comparaison des résultats 

entre eux. Cette étude a permis, grâce aux plans d'expériences, une optimisation des 

concentrations des différents composants du système afin d'obtenir la peroxydation 

maximale du SCN- en milieu tampon. Le LP-s optimisé, désormais utilisé pour tout le 

reste de l'étude, est composé de 85,5 UI.l-1 de GOD, de 1,5 g.l-1 de glucose, de 3930 UI.l-1 

de LPO et à une valeur de pH initial de 6,5. La concentration en SCN- est de 50 mg.l-1. 

 

Figure 13 : Fonctionnement et régulation du LP-s  
GOD, glucose oxydase ; LPO, lactoperoxydase ; SCN- : thiocyanate ; →, sens de la réaction  ; → ⊝, sens de 
l�inhibition. 
 

Le LP-sO possède une meilleure efficacité antibactérienne que le LP-sN, mais cette 

activité est dépendante de la souche test. Dans le cas de L. monocytogenes CIP 82110T, 

l'effet bactériostatique est allongé de 24 h. Pour P. fluorescens CIP 69.13T, le LP-sO a un 

effet bactéricide dès les premières 24 h d'incubation.  

La combinaison appropriée des concentrations des différents composants du LP-s 

amplifient l'effet antibactérien, soit en augmentant la durée de la bactériostase soit en 

inhibant totalement la croissance de la souche cible. 
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II.5. Effet de l�oxygène dissous sur le fonctionnement du LP-s optimisé 

L�impact de l�oxygène dissous sur le fonctionnement du LP-s optimisé a été testé à 25 °C, en 

réacteur, en milieu TSB-YE et en l�absence de souche test. Deux conditions ont été 

expérimentées : soit les teneurs en oxygène dissous sont maintenues tout au long de 

l�expérimentation à des valeurs constantes de 0, 5, 10, 15 et 20 %, soit sa teneur initiale n�est 

pas modifiée (16 %) mais la manipulation a été conduite en statique ou en agitation. Ces 

expériences sont réalisées sur une courte durée (210 min) à 25 °C, dans le but d�observer les 

vitesses initiales de variation des différents paramètres, oxygène dissous, glucose,  

peroxydation du thiocyanate et les variations des valeurs du pH et du potentiel d�oxydo-

réduction. 

 

Lorsque la teneur en oxygène est maintenue à une valeur fixe (0, 5, 10, 15 et 20 %), le bullage 

de l�air est considéré comme une agitation ; celle-ci favorise les contacts entre les enzymes et 

les substrats. Sans ajout d�oxygène, la teneur initiale en oxygène dissous est de 16 %, mais 

cette valeur n�est pas maintenue constante. 

 

Au cours de ces différentes expérimentations, quelles que soient les conditions 

expérimentales, les valeurs du pH diminuent de manière constante, de 0,025 u.h-1 au cours des 

4 premières heures d�incubation à 25 °C  ; cette acidification correspond à la production par le 

LP-s d�acide gluconique. 

 

La consommation en oxygène dissous, en absence du maintien de la teneur en oxygène 

dissous à une valeur constante (teneur initiale de 16 %), est fonction de la présence ou de 

l�absence d�une agitation (Figure 14). Elle est de 0,22 %.min-1 en présence d�une agitation et 

de seulement 0,05 %.min-1 en condition statique. En agitation, l�oxygène dissous n'est plus 

détecté par la sonde après 90 minutes d�incubation. Lorsque la teneur en O2 dissous est 

maintenue à une valeur fixe tout au long de l'expérimentation, cette valeur n'est pas modifiée 

(résultats non montrés). 
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Figure 14 : Consommation de l�oxygène dissous en réacteur en présence du LP-s optimisé à 
25 °C et en absence de souche, en milieu TSB-YE 
Les essais ont été réalisés en double. Conditions initiales avec (■) ou sans agitation (▲).  
 

La consommation en glucose varie en fonction de la valeur de la teneur en oxygène dissous 

fixée (Figure 15 a et b). Pour des teneurs de 5, 10, 15 et 20 % en O2, les consommations en 

glucose après 90 min d'incubation sont respectivement de 0,15 g.l-1, 0,59 g.l-1, 0,76 g.l-1 et 

0,96 g.l-1. Lorsque les teneurs en oxygène sont de 10 et de 15 %, une diminution de la vitesse 

de consommation du glucose est observée à partir de 120 min  ; cette diminution est observée 

en 30 min lorsque la teneur est maintenue à 20 %. L�agitation accélère l'oxydation du glucose.  
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Figure 15 : Consommation du glucose en présence du LP-s optimisé à 25 °C, en réacteur, en 
milieu TSB-YE et en absence de souche  
a : pourcentages en oxygène dissous maintenus constants à des valeurs de : 0 (+), 5 (○), 10  (◊),  15 (∆) et 20 (×) 
b : conditions initiales avec 16 % d'O2 avec (■) ou sans agitation (▲) 
Les essais son réalisés en double. 
 

Les consommations en glucose sont de 1,0 mg.l-1.min-1 sans agitation et de 4,9 mg.l-1.min-1 

avec agitation, donnant en 120 min des consommations respectives de 0,13 et de 0,74 g.l-1. 

(a) (b) 
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Après 90 min d'incubation en agitation, il n'y a plus d'oxygène résiduel détecté mais la 

concentration de glucose continue à diminuer.  
 

La peroxydation du thiocyanate varie de manière importante selon les conditions testées 

(Figure 16 a et b). Lorsque le taux d�oxygène dissous est maintenu à une valeur prédéfinie (0, 

5, 10, 15 et 20 %), la peroxydation du thiocyanate ne se produit qu�à partir d�une valeur seuil 

en oxygène dissous. En effet, en absence d�oxygène dissous, le LP-s ne fonctionne pas. La 

présence de 5 % d�oxygène permet la peroxydation de 4,4 mg.l-1 de thiocyanate au cours de 

120 min d'incubation. La peroxydation du thiocyanate est maximale avec 10 % d�oxygène 

dissous, de 0,171 mg.l-1.min-1, donnant 20,5 mg.l-1 de SCN- peroxydé en 120 min. Entre 15 et 

20 %, la vitesse de peroxydation du thiocyanate, respectivement 0,136 et 0,119 mg.l-1.min-1, 

est moins importante qu�en présence de 10 % d�oxygène dissous. Seulement 15 et 10,9 mg.l-1 

sont peroxydés en 120 min d'incubation ; ces résultats mettent en évidence une intoxication du 

système par des concentrations trop élevées en oxygène.  

La peroxydation du thiocyanate est plus importante en agitation, 0,152 mg.l-1.min-1, qu�en 

statique, 0,038 mg.l-1.min-1, avec en 120 min respectivement 32 et 8 mg.l-1 de SCN- peroxydé. 

La peroxydation du thiocyanate continue alors que la teneur en oxygène dissous est devenue 

indétectable par la sonde  ; cette concentration d'oxygène dissous non détectée est néanmoins 

suffisante pour continuer l'oxydation du SCN-. 
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Figure 16 : Peroxydation du SCN- en réacteur, en milieu TSB-YE, en présence du LP-s 
optimisé à 25 °C et en absence de souche 
a : pourcentages en oxygène dissous maintenus constants à des valeurs de : 0 (+), 5 (○), 10  (◊),  15 (∆) et 20 (×) 
b : conditions initiales avec 16 % d'O2 avec (■) ou sans agitation (▲) 
Les essais sont réalisés en double. 
 

(a) (b) 
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Un apport trop important d'oxygène, 15 et 20 %, inhibe son fonctionnement. Kohler et Jenzer 

(1989) et Jantschko et al. (2005) avaient démontré qu'un excès d'oxygène inhibe la LPO. 
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Figure 17 : Evolution du potentiel d�oxydo-réduction en réacteur, en milieu TSB-YE, en 
présence du LP-s optimisé à 25 °C et en absence de souche 
a : pourcentages en oxygène dissous maintenus constants à des valeurs de : 0 (+), 5 (○), 10  (◊),  15 (∆) et 20 (×) 
b : conditions initiales avec 16 % d'O2 avec (■) ou sans agitation (▲) 
Les essais son réalisés en double. 
 

L�évolution du potentiel d�oxydo-réduction (Eh) présente trois profils selon les conditions 

expérimentales testées (Figure 17a et b). Lorsque la teneur en oxygène dissous est maintenue 

à 0 %, le Eh varie de +139 à �13 mV. En absence d�oxygène dissous dans le milieu, le LP-s 

ne fonctionne pas, il n'y a ni consommation de glucose ni peroxydation du thiocyanate. Dans 

cette condition, la diminution du Eh serait donc uniquement liée au barbotage d�azote.  

A l�inverse, pour toutes les autres teneurs constantes en oxygène dissous (5, 10, 15 et 20 %), 

la valeur de Eh croît pour atteindre en moyenne une valeur de + 250 mV. L�apport constant 

d�oxygène permet le maintien à environ + 250 mV du Eh. Les variations observées dans les 

conditions initiales (teneur initiale de 16 % en oxygène dissous, mais non maintenue) sont 

dues à la diminution progressive de l�oxygène dissous du milieu et aux variations de 

concentrations en H2O2, en acide gluconique et en OSCN- au cours de l'incubation. 

 

Lorsque la teneur en oxygène n�est pas constante, la valeur du Eh augmente de +150 à +190 

mV en 30 min et diminue ensuite progressivement à 40 mV en moyenne en 180 min. Un 

barbotage d'air ou d'un mélange air/azote maintient donc les valeurs du Eh à des valeurs 

(a) (b) 
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positives quelles que soient les concentrations d'azote introduites dans le réacteur et d'H2O2 

générée par le système. 

 

Résumé 
L'oxygène est nécessaire à l'oxydation du glucose par la GOD et à la synthèse de l'H2O2, 

élément central du LP-s. Lorsque la teneur en oxygène est nulle, le système ne 

fonctionne pas. La concentration de 10 % permet la peroxydation d'une concentration 

maximale de SCN-. Un apport d'oxygène trop important entraîne une diminution de la 

peroxydation du SCN- et est en relation directe avec une production d'H2O2 accrue. Ces 

résultats montrent qu'un apport trop important de ce dernier substrat est une entrave 

au bon fonctionnement du système  ; la nécessité d'une production progressive émise par 

Wolfson et Sumner (1993) est donc justifiée. Excepté lorsque la teneur en oxygène 

dissous est nulle, une agitation de la suspension permet une peroxydation plus rapide en 

favorisant la proximité des différents constituants du système lactoperoxydasique. 

 

II.6. Evolution des différents constituants du LP-s en milieu TSB-YE  

Les concentrations des différents composants du LP-s ont été optimisées en solution tampon. 

L'étude porte sur l'analyse, à 4 °C, du fonctionnement du LP-s en milieu TSB-YE reconstitué 

en absence de souche avec deux teneurs initiales en glucose, 1,5 (concentration optimisée) ou 

4 g.l-1 (1,5 + 2,5 g.l-1 qui est la concentration initialement présente dans le milieu TSB-YE 

commercial). Ces expériences ont été réalisées en triple. Les évolutions des valeurs de pH, des 

teneurs en glucose et en SCN- sont analysées. 

 

 Les valeurs de pH diminuent de manière constante, 0,001 u.h-1 pendant 296 h d�incubation à  

4 °C, soit une variation finale de 0,3 unités de pH au cours de l'incubation (Figure 18). Cette 

acidification est uniquement due à la production d�acide gluconique.  La teneur intiale en 

glucose (1,5 ou 4 g.l-1) n�affecte pas cette diminution car les valeurs de pH relevées dans les 

deux cas sont statistiquement proches ou identiques.  
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Figure 18 : Evolution de la valeur du pH en fonction de la concentration initiale en glucose, 
1,5 (●) ou 4 g.l-1 (▲), à 4 °C en milieu TSB-YE reconstitué en présence du LP-s optimisé 
 
 

0

1

2

3

4

0 48 96 144 192 240 288
Temps (h)

[g
lu

co
se

] (
g.

l-1
)

 
Figure 19 : Evolution de la teneur en glucose en fonction de la concentration initiale en 
glucose, 1,5 (●) ou 4 g.l-1 (▲), à 4 °C en milieu TSB-YE reconstitué en présence du LP-s  
optimisé 
 

Pendant les 36 premières heures d�incubation, la consommation en glucose est de 1,9 et de 1,3 

g.l-1 (35 et 55 mg.l-1.h-1) en présence de respectivement 1,5 et 4 g.l-1 de glucose initial (Figure 

19). Après 48 h d�incubation, la consommation en glucose devient nulle  ; elle est totale pour 

le milieu contenant 1,5 g.l-1 de glucose initial et partielle (2,07 g.l-1) pour celui en contenant  

4 g.l-1. Les vitesses de consommation du glucose avec les deux concentrations initiales sont 

proches, les productions d'acide gluconique sont donc similaires, ce qui justifie le fait que les 

variations de pH dans les deux conditions soient statistiquement identiques. 
 

La concentration initiale en SCN- est de 50 mg.l-1 (0,5 mM). Sa vitesse de peroxydation n�est 

pas affectée par la teneur initiale en glucose, car les résultats sont significativement identiques 
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(Figure 20). Au cours des 36 premières heures d�incubation, 40 mg.l-1 de SCN- sont 

peroxydés (1,12 mg.l-1.h-1). Tout le SCN- est peroxydé en 72 h d�incubation. L�absence de 

différence dans les vitesses de peroxydation pour les deux teneurs initiales en glucose indique 

que ce substrat est en excès.  
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Figure 20 : Evolution de la teneur en SCN- en présence du LP-s optimisé à 4 °C en milieu 
TSB-YE reconstitué, en fonction de la teneur initiale en glucose , 1,5 (●) ou 4 g.l-1 (▲) 
 

Après 24 h d'incubation, 6,6 mM de glucose sont consommées donc 6,6 mM d'H2O2 sont 

produites. Dans ce même laps de temps, le système peroxyde 0,3 mM de SCN-. Il y a donc 

une fuite d'H2O2 hors du système, en partie due à l'activité catalasique de la GOD. Après 48 h 

et arrêt de la consommation du glucose, le système continue à peroxyder le SCN- jusqu�à 

disparition de ce dernier. Ces résultats corroborent les observations de Nicol et Duke (1966), 

Carlsson (1983), Dionysius et al. (1992), Kussendrager et van Hooijdonk (2000). La 

concentration d�H2O2 produite et accumulée en 36 h serait suffisante au fonctionnement de la 

LPO mais serait la raison d�une intoxication de la GOD, comme l'avaient démontré Nicol et 

Duke (1966) et Miron et al. (2004). 

Aucune réduction des composés oxydés en SCN- n�est observée jusqu�à 296 h, comme 

l'avaient suggéré Reiter et Härnulv (1984), de Witt et van Hooydonk (1996) et O'Brien 

(2000). 

 

Résumé 
La faible acidification du pH du milieu est due la production d'acide gluconique. La 

concentration en glucose a été correctement optimisée car un apport plus important de 

ce substrat au LP-s n'a aucune incidence sur la consommation du glucose et sur la 

peroxydation du SCN-. En effet, pour les deux teneurs étudiées, 1,5 et 4 g.l-1, la 
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consommation du glucose s'arrête après 48 h d'incubation, soit par épuisement de ce 

substrat, soit par un défaut d'O2, soit par intoxication de l'enzyme et les vitesses de 

peroxydation du SCN- sont statistiquement identiques. Le SCN- est totalement 

consommé après 72 h d'incubation, ce qui signifie que la concentration d'H2O2 résiduelle 

dans le milieu, après l'arrêt de sa production, est suffisante pour sa peroxydation.  

 

III. Impact du LP-s sur la croissance bactérienne 

L'optimisation des concentrations des composants du LP-s et l'étude de son fonctionnement 

ayant été réalisés, la suite de cette étude porte sur l'impact du LP-s optimisé sur la croissance 

bactérienne des quatre souches tests.  

Une première série d'analyses a été réalisée en milieu TSB-YE afin de tester les 

concentrations minimales inhibitrices et l'effet antibactérien du LP-s en cultures pures et 

mixtes. 

La dernière partie de ce travail  porte sur la création d'un milieu modèle poisson. Le dosage du 

SCN- dans ce milieu a dû être adapté à la complexité de la matrice et la croissance des quatre 

souches tests a été vérifiée. De la même manière qu'en milieu TSB-YE, des analyses en 

cultures pures et mixtes ont été conduites afin d'évaluer l'impact du LP-s sur la croissance des 

souches. Une analyse des acides gras dans ces différentes conditions a permis d'estimer 

l'impact du LP-s sur les lipides qui peuvent être peroxydés par l'H2O2. 

 

III.1. Etude en milieu TSB-YE 

III.1.1. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) 

La détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) permet de déterminer le 

niveau de sensibilité des souches au LP-s optimisé. Elles ont été réalisées à 4 °C et à la 

température optimale de croissance de chacune des souches. 

 

Les expérimentations ont été réalisées avec L. monocytogenes DSM 20600T, B. 

thermosphacta DSM 20171T, C. maltaromaticum DSM 20700T et S. putrefaciens CIP 80.40T. 

Les concentrations optimisées du LP-s retenues à partir du plan d�expériences sont 1,5 g.l-1 

pour le glucose, 25 mg.l-1 pour la LPO, 1,5 mg .l-1 pour la GOD en présence de 50 mg.l-1 de 

SCN-. Les essais sont conduits pendant 296 h, à 4 °C et à la température optimale de 

croissance de chacune des quatre souches  ; ils ont tous été réalisés en triple.  Dans le premier 
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cas, les quatre constituants du LP-s sont introduits en début de culture, à to (CMI-LP-s). Les 

constituants du système sont utilisés à différentes concentrations, celles optimisées, et à des 

dilutions 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 et 1/32.  

Dans un deuxième cas, le SCN- est peroxydé pendant 72 h (CMI-OSCN-). Après vérification 

de la peroxydation totale du SCN-, la solution d�OSCN- est ajoutée en début de culture pure, à 

des dilutions de 1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 et 1/32. La variation du pH, la peroxydation du SCN- 

(dans le cas des CMI-LP-s), l'oxydation du glucose et la population bactérienne seront suivis  

pendant 296 h d�incubation. Dans le cas des essais CMI-OSCN-, le thiocyanate et le glucose 

sont totalement consommés avant la mise en route de l�expérimentation.  

Pour la détermination des CMI en milieu liquide, l�évolution de la valeur du pH et de la 

numération par le suivi de l�absorbance n�ont pas donné de résultats exploitables.  

 

Les tests réalisés, CMI-LP-s et CMI-OSCN-, par dépôts de gouttes sur la surface et en puits 

creusés dans le milieu solide TSA-YE n�ont permis aucune observation d'une éventuelle zone 

d�inhibition. En effet, des expérimentations préalables ont montré que pour permettre une 

visualisation sur milieu gélosé d�une inhibition de la croissance bactérienne, les 

concentrations de chaque constituant du LP-s doivent être au moins multipliées par 50 

(Cailliez-Grimal et al., 2002).  

 

En présence des quatre souches seules, la peroxydation du SCN- et l'oxydation du glucose 

sont quasiment identiques (Tableau 18). Les vitesses initiales de peroxydation du SCN- et de 

consommation du glucose ne sont que peu affectées par la diminution des concentrations des 

composants du LP-s et ce jusqu�à la dilution au 1/8ème. Après la dilution au 1/16ème, les 

vitesses initiales sont d�autant plus faibles que le LP-s est dilué. Les mêmes résultats sont 

observés à 4 °C et aux températures optimales de croissance des quatre souches. 

 

Bien avant la fin de l'incubation (296 h), la totalité du glucose est consommée quelles que 

soient les conditions expérimentales, et ce d�autant plus rapidement que sa concentration 

initiale est importante. 
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Concentrations du LP-s 

Te
m

pé
ra

tu
re

s 

(°
C

) 

Paramètres 
LP-s LP-s / 2 LP-s / 4 LP-s / 8 LP-s / 16 LP-s / 32 

        

4 
Viperoxydation SCN

- 
(mg.l-1.h-1) 1,0 ±  0,12 0,87 ±  0,08 0,91 ±  0,1 0,96 ±  0,09 0,51 ±  0,04 0,35 ±  0,12

 
Viconsommation 

glucose (mg.l-1.h-1) 83,3 ± 3 81,2 ± 2,7 84 ± 3,1 80,8 ± 2,1 53 ± 2,9 38,4 ± 1,5 
        

Top 
Viperoxydation SCN

- 
(mg.l-1.h-1) 2,4 ±  0,14 2,1 ±  0,12 2,2 ±  0,09 1,93 ±  0,1 0,97 ±  0,08 0,42 ±  0,11

 Viconsommation 
glucose (mg.l-1.h-1) 164,5 ± 3,6 166,1 ± 3,1    161 ± 1,9 162 ± 2,6 91,2 ± 2,6 53 ± 2,7 

Tableau 18 : Vitesses initiales de consommation du SCN- et du glucose (mg.l-1.h-1) et 
concentration totale de glucose consommé (g.l-1) après 296 h d'incubation, à 4 °C et à la 
température optimale de chaque souche, en milieu TSB-YE en présence des différentes 
souches en cultures pures, pour différentes concentrations en LP-s 
Top : température optimale de chaque souche  ; 37 °C pour L. monocytogenes DSM 20600T, 25 °C pour B. 
thermosphacta DSM 20171T, 30 °C pour C. maltaromaticum DSM 20700T et 25 °C pour S. putrefaciens  
CIP 80.40T. Les tests ont été réalisés en triple. 
 

La souche Listeria monocytogenes DSM 20600T est plus sensible au LP-s après 296 h 

d�incubation à 4 qu�à 37 °C (Figure 21a). En effet, à 4 °C, un ralentissement de la croissance  

est conservé jusqu'à la dilution au 1/16 (niveau de population finale de 1,1.106 ufc.ml-1), 

contrairement à 37 °C où dès la dilution au 1/4, la population finale est identique à celle 

obtenue en absence d'agent antibactérien (4,2.108 ufc.ml-1).  

Lorsque les expériences sont conduites avec de l'OSCN-, les populations n'atteignent jamais 

les mêmes niveaux que ceux des témoins (Figure 21b).  La bactériostase est observée à 4 °C 

jusqu'à une dilution au 1/4 (niveau de population finale de 4,2.104 ufc.ml-1)  ; pour les 

dilutions plus importantes, la croissance de la souche est ralentie. A 37 °C, la bactériostase est 

maintenue jusqu'à une dilution au 1/8.  

L'OSCN- aura un effet inhibiteur plus important sur la croissance de L. monocytogenes DSM 

20600T que le LP-s. Donc un apport initial important d'agent antibactérien est plus efficace 

sur l'inhibition de sa croissance qu'une production progressive.  

Quelles que soient les conditions expérimentales, l'effet de l'agent antibactérien est plus 

important à 4 qu'à 37 °C, ce qui conforte à la théorie des barrières. 
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Figure 21 : Population en Listeria monocytogenes DSM 20600T après 296 h d'incubation en 
milieu TSB-YE à 4 et 37 °C en présence de différentes concentrations en LP-s ou en OSCN- 
Le comportement de la souche est suivi avec différentes concentrations de LP-s (a) ou avec différentes 
concentrations en OSCN- (b) à 4 (    ) et à 37 °C (    ). La population initiale est de 6,4.104 ufc.ml-1. T : témoin. 
Les tests ont été réalisés en triple. 
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Figure 22 : Population en Brochothrix thermosphacta DSM 20171T après 296 h d'incubation 
en milieu TSB-YE à 4 et 25 °C en présence de différentes concentrations en LP-s ou en 
OSCN- 
Le comportement de la souche est suivi avec différentes concentrations de LP-s (a) ou avec différentes 
concentrations en OSCN- (b) à 4 (    ) et à 25 °C (    ). La population initiale est de 3,5.104 ufc.ml-1. T : témoin. 
Les tests ont été réalisés en triple.  
 

La souche Brochothrix thermosphacta DSM 20171T est aussi sensible, à 25 °C, à l�action de 

l'OSCN- qu'à l'action du LP-s (Figure 22). Dès que la dilution de LP-s ou d'OSCN- est 

supérieure à 1/2, l'agent antibactérien n'a plus d'impact significatif sur la croissance (niveau de 

(a) (b) 

(a) (b) 
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population finale de 6,3.108 ufc.ml-1). Dans le cas de l'OSCN- à 4 °C, sa croissance est ralentie 

uniquement lorsque le LP-s est utilisé dans les conditions optimisées, sans dilution (niveau de 

population finale de 6,0.106 ufc.ml-1). A 25 °C, le LP-s optimisé et celui dilué au 1/2 

ralentissent la croissance de la souche au cours des 296 h d�incubation (niveau de population 

finale entre 9,1.105 ufc.ml-1 et 5,1.106 ufc.ml-1). Cette souche est moins sensible que L. 

monocytogenes DSM 20600T dans toutes les conditions expérimentales testées, et de ce fait la 

différence d'activité entre le LP-s et l'OSCN- est beaucoup moins prononcée. 

 

C. maltaromaticum DSM 20700T n'est pas sensible à l'effet du LP-s à 25 °C  ; mais un retard 

de la croissance est visible à 4 °C pour un système antibactérien dilué jusqu'au 1/4 (niveau de 

population finale de 8,7.105 ufc.ml-1) (Figure 23).  

L'OSCN- a un effet inhibiteur plus important que le LP-s. En effet, à 30 °C, le niveau de 

population final des essais (niveau de population final entre 7,0.106 et 3,5.107 ufc.ml-1) 

n'atteint jamais celui du témoin (niveau de population finale de 3,2.108 ufc.ml-1). A 4 °C, le 

retard de croissance observé jusqu'à la dilution au 1/4 présente un écart de 3,1 unités log10 

comparativement au témoin. Aux deux températures, les populations finales atteintes sont 

proches de celle du témoin mais pas identiques.  
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Figure 23 : Population en Carnobacterium maltaromaticum DSM 20700T après 296 h 
d'incubation en milieu TSB-YE à 4 et 30 °C en présence de différentes concentrations en LP-s 
ou en OSCN- 
Le comportement de la souche est suivi avec différentes concentrations de LP-s (a) ou avec différentes 
concentrations en OSCN- (b) à 4 (    ) et à 30 °C (    ). La population initiale est de 5,5.104 ufc.ml-1. T : témoin. 
Les tests ont été réalisés en triple. 
 

 

(a) (b) 
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De même que dans le cas de L. monocytogenes DSM 20600T, la croissance de C. 

maltaromaticum DSM 20700T est plus inhibée à 4 °C qu'à la température optimale de 

croissance  ; à 4 °C les membranes des bactéries sont plus fragiles ce qui expliquerait l'effet 

antibactérien accru à cette basse température car l'OSCN- s'attaque d'abord aux membranes 

(Thomas et Aune, 1978a ; Marshall et Reiter, 1980 ; Law et John, 1981). 
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Figure 24 : Population en Shewanella putrefaciens CIP 80.40T après 296 h d'incubation en 
milieu TSB-YE à 4 et 25 °C en présence de différentes concentrations en LP-s ou en OSCN- 
Le comportement de la souche est suivi avec différentes concentrations de LP-s (a) ou avec différentes 
concentrations en OSCN- (b) à 4 (    ) et à 25 °C (    ). La population initiale est de 6,6.104 ufc.ml-1. Les tests ont 
été réalisés en triple. 
 

S. putrefaciens CIP 80.40T est plus sensible au LP-s à 25 qu'à 4 °C (Figure 24). A 4 °C la 

population finale des essais est identique à celle obtenue avec le témoin, 5,1.108 ufc.ml-1. A sa 

température optimale de croissance, 25 °C, S. putrefaciens CIP 80.40T est sensible au LP-s 

optimisé et à celui dilué au 1/2, l'écart de population entre le témoin et ces deux essais est 

d'environ 2 unités log10.  

Cette souche est plus sensible à l'OSCN- qu'au LP-s. A 4 °C et après 296 h d'incubation, un 

écart de 2,9 unités log10 est observé lorsque l'OSCN- n'a pas été dilué. A 25 °C, cet écart est 

moins important, de 2 unités log10, mais il est également présent lorsque l'OSCN- est dilué au 

1/2. 

 

De même que dans le cas de L. monocytogenes DSM 20600T, la croissance de C. 

maltaromaticum DSM 20700T est plus inhibée à 4 °C qu'à la température optimale de 

croissance  ; à 4 °C les membranes des bactéries sont plus fragiles ce qui expliquerait l'effet 

(a) (b) 
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antibactérien accru à cette basse température car l'OSCN- s'attaque d'abord aux membranes 

(Thomas et Aune, 1978a ; Marshall et Reiter, 1980 ; Law et John, 1981). 

 

Il a été montré que la paroi cellulaire des bactéries Gram-positives est un obstacle plus grand 

à l'action de l'OSCN- que ne l'est la paroi cellulaire des bactéries Gram-négatives (Reiter et 

al., 1964 ; Clem et Klebanoff, 1966 ; Reiter et al., 1976). Dans notre cas, c'est une souche 

Gram-positive qui est la plus sensible, L. monocytogenes DSM 20600T.  

 

Résumé 
 L. monocytogenes DSM 20600T est la souche la plus sensible au LP-s ou à l'OSCN-, sa 

sensibilité étant supérieure à 4 °C qu'à 25 °C. Les autres souches ont une sensibilité 

supérieure à l'OSCN- par rapport à celle observée avec le LP-s ; ces observations sont 

similaires à 4 °C et à la température optimale des quatre souches.  Les concentrations 

utilisées ne peuvent pas être diminuées car B. thermosphacta DSM 20171T, à 4 °C, n'est 

sensible que lorsque le LP-s n'est pas dilué.  

 

Souches bactériennes 

Inhibiteurs Températures  L. monocytogenes 
DSM 20600T 

B. thermosphacta 
DSM 20171T 

C. maltaromaticum 
DSM 20700T 

S. putrefaciens 
CIP 80.40T 

LP-s 4 °C 1/16 0 1/4 0 
 optimale 1/2 1/2 0 1/2 
      

OSCN- 4 °C 1/16 1 1/8 1/2 
 optimale 1/8 1/2 1 1/2 

 

III.1.2. Impact du LP-s sur la croissance des souches à 4 °C 

Les expérimentations sont réalisées en milieu TSB-YE reconstitué, à 4 °C sans agitation, en 

présence ou en absence du LP-s optimisé, en présence ou en absence de chacune des quatre 

souches tests de l�étude, L. monocytogenes DSM 20600T, B. thermosphacta DSM 20171T, C. 

maltaromaticum DSM 20700T et S. putrefaciens CIP 80.40T. Tous les essais ont été réalisés 

en triple. 

Le LP-s optimisé est composé de 85,5 UI.l-1 de GOD, 1,5 mg.l-1 de glucose, de 50 mg.l-1 de 

SCN- et 3930 UI.l-1 de LPO à une valeur initiale de pH de 6,5. Le milieu TSB-YE 

commercialisé contient 2,5 g.l-1 de glucose. Différentes concentrations initiales en glucose ont 

été testées afin d'étudier la part du glucose oxydée par le LP-s et celle fermentée par la ou les 
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souches  ; ces concentrations sont 0, 1,5, 2,5 et 4 g.l-1 (1,5 g.l-1 correspond à la concentration 

en glucose du système optimisé et 2,5 g.l-1 à la concentration en glucose présente dans le 

TSB-YE commercial). Ces concentrations permettront de vérifier que la concentration en 

glucose n'est pas limitante lorsque le LP-s est ajouté à une ou à plusieurs souches. 

 
Listeria monocytogenes DSM 20600T 

! En absence de LP-s, la croissance de L. monocytogenes n�est pas affectée de manière 

significative par les teneurs initiales en glucose comprises entre 0 et 4 g.l-1 (Figure 25). La 

population augmente de 6,6.104 à 4,8.108 ufc.ml-1 entre 36 et 130 h d�incubation (µmax de 

0,095 h-1 entre 48 et 60 h), pour atteindre 1.109 ufc.ml-1 après 172 h d�incubation. 

Le système LP provoque un retard de croissance quasi identique (moins de 0,5 unité log 

d�écart) en présence de 1,5 ou de 4 g.l-1 de glucose. Après une phase de latence de 124 h, la 

souche est en phase de croissance modérée jusqu�à la fin de l�incubation  ; la population 

augmente ainsi de 7.104 (124 h) à 3.106 ufc.ml-1 (296 h). Après 172 h d'incubation, l�écart 

maximum entre les populations en absence ou en présence de LP-s, est de 4 unités log10  ; 

après 296 h d'incubation, il n'est plus que de 2,4 unités log10. 

 

 
Figure 25 : Croissance de L. monocytogenes DSM 20600T à 4 °C en milieu TSB-YE, en 
absence (      , symboles vides) ou en présence de LP-s (      , symboles pleins)  avec des 
concentrations initiales en glucose de 0 (□), 1,5 (○, ●), 2,5 (◊) et 4 (∆, ▲) g.l-1 
 

! En absence de LP-s, l�acidification est en relation avec à la concentration initiale en 

glucose (Figure 26). Plus elle est importante, plus l�activité métabolique de la souche 

est élevée ce qui se traduit par une acidification plus rapide et forte, par une production 

d'acide lactique. En absence de glucose, la diminution du pH est constante dans le temps à 
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raison de 0,55 unité en 296 h d�incubation (0,002 u.h-1). En présence de glucose, un retard 

d�environ 48 h est observé au niveau de l�acidification du milieu. Pour une teneur initiale en 

glucose de 1,5 g.l-1, entre 96 et 296 d�incubation, la valeur du pH diminue de 0,7 unité. En 

moins de 160 h d�incubation, pour respectivement 2,5 ou 4 g.l-1 en glucose, la variation de pH 

est de 1 ou de 1,4 unité de pH.  
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Figure 26 : Evolution de la valeur du pH à 4 °C en présence de L. monocytogenes DSM 
20600T en milieu TSB-YE, en absence (      , symboles vides) ou en présence de LP-s (      , 
symboles pleins)  avec des concentrations initiales en glucose de 0 (□), 1,5 (○, ●), 2,5 (◊) et 4 
(∆, ▲) g.l-1 
 

En présence de LP-s, l'acidification, n�est observée qu�après 120 h d�incubation, après l�effet 

bactériostatique. Cette durée correspond à la lente reprise de croissance de la souche. Après 

120 h d�incubation, les valeurs de pH diminuent de 0,0025 et de 0,005 u.h-1 pour 

respectivement 1,5 et 4 g.l-1 de glucose, par production d'acide lactique. La faible acidification 

observée lors des expériences en absence de souche, due à la production d'acide gluconique 

par le système, n'est pas statistiquement mesurée lorsque la souche est inhibée. 

 

! En absence de LP-s, pour les différentes concentrations initiales en glucose, les 

représentations des fermentations en glucose par L. monocytogenes sont des asymptotes 

(Figure 27). A 296 h d�incubation, elle est totale pour le milieu contenant  

1,5 g.l-1 de glucose  ; elle est respectivement de 1,8 et 2,15 g.l-1 en présence de 2,5 et 4 g.l-1 de 

glucose. 

En présence du LP-s, la consommation en glucose (fermentation par la souche et oxydation 

par la GOD) est très rapide au cours des 48 premières heures d'incubation, puis elle ralentit 

fortement. La consommation de glucose est totale pour le milieu contenant 1,5 g.l-1 et partielle 

(3,4 g.l-1) pour celui à 4 g.l-1. 
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Lors de la croissance lente de la souche en présence du LP-s, la consommation du glucose est 

d'autant plus importante que sa teneur initiale est élevée. Ceci correspond à la concentration 

consommée par le LP-s (2,1 g.l-1) et à celle qui est consommée par la souche  

(1,3 g.l-1). 
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Figure 27 : Evolution de la teneur en glucose à 4 °C en présence de L. monocytogenes DSM 
20600T en milieu TSB-YE, en absence (      , symboles vides) ou en présence de LP-s (      , 
symboles pleins)  avec des concentrations initiales en glucose de 0 (□), 1,5 (○, ●), 2,5 (◊) et 4 
(∆, ▲) g.l-1 
 

! La concentration initiale en SCN- est de 50 mg.l-1 (0,5 mM). La vitesse de peroxydation est 

plus rapide en présence de la souche (Figure 28). Au cours des 36 premières heures 

d�incubation, 42,8 et 44,9 g.l-1 sont consommés pour respectivement 1,5 et 4 g.l-1 de glucose 

(soit 1,19 et 1,25 mg.l-1.h-1). Le SCN- est totalement peroxydé en 72 h d�incubation. Aucune 

réduction des composés oxydés en SCN- n�est observée jusqu�à 296 h. Aucune reprise de 

croissance rapide de la souche n�est observée, même en défaut de thiocyanate. Il reste donc 

suffisamment de produits oxydés dans le milieu pour limiter la croissance de L. 

monocytogenes au cours de 296 h d�incubation à 4 °C.  
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Figure 28 : Evolution de la teneur en SCN- en présence du LP-s et de L. monocytogenes DSM 
20600T à 4 °C avec des concentrations initiales en glucose (g.l-1) de 1,5 (●) et 4 (▲) 
 
Brochothrix thermosphacta DSM 20171T 

! En absence de LP-s à 4 °C, la croissance de B. thermosphacta n�est pas affectée de manière 

significative par les teneurs initiales en glucose comprises entre 0 et 4 g.l-1 (Figure 29). La 

population augmente de 1,5.105 à 2,6.108 ufc.ml-1 en 96 h (µmax de 0,101 h-1 entre 48 et 60 h), 

pour atteindre 8.108 ufc.ml-1 après 172 h d�incubation. 

Le système LP exerce un effet bactériostatique quasi identique (moins de 0,5 unité log 

d�écart) en présence de 1,5 ou de 4 g.l-1 de glucose jusqu'à 96 h d'incubation. La souche est en 

phase de croissance modérée jusqu�à 144 h d�incubation. Pendant la phase de croissance plus 

rapide, la population augmente de 2.105 à 1.108 ufc.ml-1 à 260 h d�incubation, avec un  µmax 

de 0,079 h-1 entre 172 et 200 h. L'écart maximum entre les conditions avec et sans agent 

antibactérien est de 3,7 unités log10 à 150 h d�incubation. L�ajout de LP-s retarde la croissance 

de B. thermosphacta d�environ 144 h à 4 °C. 
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Figure 29 : Croissance de B. thermosphacta DSM 20171T à 4 °C en milieu TSB-YE, en 
absence (      , symboles vides) ou en présence de LP-s (      , symboles pleins)  avec des 
concentrations initiales en glucose de 0 (□), 1,5 (○, ●), 2,5 (◊) et 4 (∆, ▲) g.l-1 
 

! En absence de LP-s, la diminution de la valeur du pH est en relation avec à la teneur intiale 

en glucose, est due à la production d�acide lactique par la souche  ; plus la teneur initiale est 

élevée, plus l'acidification est importante (Figure 30). En absence de glucose ou avec une 

teneur intiale de 1,5 g.l-1, les acidifications, dues à la consommation des autres sources 

hydrocarbonées du milieu, sont constantes dans le temps, respectivement de 0,5 et de 0,6 

unité pendant 296 h d�incubation (soit 0,0015 et 0,0019 u.h-1). Pour les teneurs initiales de 2,5 

et 4 g.l-1 en glucose, entre 36 et 171 h d�incubation, les valeurs du pH diminuent de 0,7 et de 

0,8 unité.   

En présence de LP-s et de B. thermosphacta DSM 20171T, la plus forte variation des valeurs 

du pH est observée après 192 h d�incubation. Ce temps permet la croissance rapide de la 

souche. Après 192 h d�incubation, les valeurs de pH diminuent de 0,27 ou de 0,50 unité 

respectivement pour 1,5 ou 4 g.l-1 de glucose jusqu'à la fin de l'incubation à 4 °C.  
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Figure 30 : Evolution de la valeur du pH à 4 °C en présence de B. thermosphacta DSM 
20171T en milieu TSB-YE, en absence (      , symboles vides) ou en présence de LP-s (      , 
symboles pleins)  avec des concentrations initiales en glucose de 0 (□), 1,5 (○, ●), 2,5 (◊) et 4 
(∆, ▲) g.l-1 
 

! En absence de LP-s, la fermentation est la plus rapide pendant les 96 premières heures 

d�incubation avec 1,3, 1,25 et 2 g.l-1 pour respectivement 1,5, 2,5 et 4 g.l-1 en glucose. (Figure 

31). Pour 1,5 g.l-1, la concentration résiduelle en glucose est nulle après 123 h d�incubation. 

En présence de 2,5 et 4 g.l-1 de glucose, la concentration totale de glucose consommée après 

168 h d'incubation est respectivement de 1,65 et 2,33 g.l-1. 

En présence du LP-s, la consommation en glucose est plus importante au cours des 36 

premières heures d�incubation. Avec 1,5 g.l-1, la consommation est de 1,4 g.l-1 jusqu�à 36 h 

d�incubation, elle diminue ensuite jusqu�à 48 h d�incubation où la concentration résiduelle en 

glucose est nulle. Avec une teneur initiale de 4 g.l-1, au cours des 36 premières heures 

d�incubation, 2,6 g.l-1 sont consommés, la consommation diminue ensuite jusqu�à 96 h 

d�incubation (0,5 g.l-1 en 60 h) ; après 96 h d�incubation, la vitesse de consommation 

augmente (0,885 g.l-1 en 90 h) et le glucose résiduel est ensuite totalement consommé après 

192 h d�incubation. 
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Figure 31 : Evolution de la teneur en glucose à 4 °C en présence de B. thermosphacta DSM 
20171T en milieu TSB-YE, en absence (      , symboles vides) ou en présence de LP-s (      , 
symboles pleins)  avec des concentrations initiales en glucose de 0 (□), 1,5 (○, ●), 2,5 (◊) et 4 
(∆, ▲) g.l-1 
 

 
Figure 32 : Evolution de la teneur en SCN- en présence du LP-s et de B. thermosphacta DSM 
20171T à 4 °C avec des concentrations initiales en glucose (g.l-1) de 1,5 (●) et de 4 (▲) 
 

! La vitesse de peroxydation du SCN- n�est pas affectée de manière significative ni par la 

présence ou par l�absence de la souche, ni par les deux concentrations initiales en glucose 

(Figure 32). Environ 47 mg.l-1 de SCN- sont peroxydés au cours des 36 premières heures 

d�incubation. Comme précédemment, le SCN- est totalement peroxydé en 72 h d�incubation et 
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aucune réduction des composés oxydés en SCN- n�est observée jusqu�à la fin de l�incubation 

(296 h). En présence de LP-s, la croissance modérée de la souche n�a débuté qu'à 72 h, 

correspondant à la consommation totale du SCN-. L�inhibition est presque totalement levée à 

120 h d�incubation à 4 °C. 

 
Carnobacterium maltaromaticum DSM 20730T 

! En absence de LP-s, la croissance de C. maltaromaticum DSM 20730T n�est pas affectée 

de manière significative par les teneurs initiales en glucose comprises entre 0 et 4 g.l-1 (Figure 

33). La population augmente de 8.105 à 4.108 ufc.ml-1 en 70 h (µmax de 0,098 h-1 entre 72 et  

96 h), pour atteindre en phase stationnaire 8.108 ufc.ml-1 après 144 h d�incubation. 

Le LP-s exerce un effet bactériostatique durant 50 h en présence de 1,5 ou de 4 g.l-1 de 

glucose. Après 50 h et jusqu�à la fin de l�incubation (296 h), la population augmente 

lentement pour atteindre un niveau maximal de 5,4.106 ufc.ml-1 après 192 h d�incubation. Un 

écart maximum de 3 unités log10 est noté à 160 h d�incubation entre les populations en 

absence ou en présence de LP-s. Globalement, l�ajout de LP-s retarde la croissance de C. 

maltaromaticum DSM 20730T d�environ 50 h à 4 °C et entraîne une population finale 

inférieure de 2 log10 à celle de l'essai témoin. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 33 : Croissance de C. maltaromaticum DSM 20730T à 4 °C en milieu TSB-YE, en 
absence (      , symboles vides) ou en présence de LP-s (      , symboles pleins)  avec des 
concentrations initiales en glucose de 0 (□), 1,5 (○, ●), 2,5 (◊) et 4 (∆, ▲) g.l-1 
 

! En absence de LP-s, la diminution de la valeur du pH, proportionnelle à la teneur intiale en 

sucre, est uniquement due à la production d'acide lactique (Figure 34). Elle n�apparaît qu�à 

partir de 122 h d�incubation, lorsque la souche est en fin de croissance exponentielle. Ceci 
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amène à s�interroger sur le fait que c�est une souche qui produit une grande concentration 

d�acide lactique et qui est faiblement acidotolérante. En absence de glucose, la diminution des 

valeurs de pH est faible, de 6,50 à 5,97. Pour les teneurs initiales de 1,5, 2,5 et 4 g.l-1 de 

glucose, entre 120 et 200 h d�incubation, l�acidification est comprise entre 1,4 et 1,9 unité de 

pH  ; après  

200 h et jusqu�à la fin de l�incubation (296 h), la variation est très faible, inférieure à 0,4 unité 

de  pH.   

En présence de LP-s, la variation des valeurs du pH est faible, environ 0,3 unité de pH pour 

1,5 et 4 g.l-1 de glucose. Ce résultat est dû au fait que sans LP-s, la diminution est observée 

lorsque la souche est en phase stationnaire  ; or dans les conditions expérimentales en 

présence du LP-s, la souche n�atteint pas sa phase stationnaire de croissance. L�acide 

gluconique est l�unique responsable de cette légère acidification. Cette observation est 

corroborée par une diminution  de la valeur du pH de 0,3 unité lorsque le LP-s a été testé en 

absence de souche, en milieu TSB-YE à 4 °C pendant 296 h.  

 

 
 
Figure 34 : Evolution de la valeur du pH à 4 °C en présence de C. maltaromaticum DSM 
20730T en milieu TSB-YE, en absence (      , symboles vides) ou en présence de LP-s (      , 
symboles pleins)  avec des concentrations initiales en glucose de 0 (□), 1,5 (○, ●), 2,5 (◊) et 4 
(∆, ▲) g.l-1 
 

! En absence de LP-s, et pour une concentration initiale de 1,5 g.l-1 de glucose, la 

fermentation est quasi constante pendant 120 h d�incubation (1,56 g.l-1), où la concentration 
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résiduelle devient nulle (Figure 35). Pour une concentration de 2,5 g.l-1, entre 0 et 120 h 

d�incubation, la fermentation est de 1,6 g.l-1  ; elle diminue entre 120 h et la fin de 

l�incubation de 0,2 g.l-1. Pour une concentration de 4 g.l-1, entre 0 et 96 h d�incubation, elle est 

de 2,3 g.l-1  ; elle diminue considérablement à partir de 120 h et jusqu'à la fin de l�incubation 

(0,3 g.l-1). A 296 h d�incubation, elle est totale pour le milieu contenant 1,5 g.l-1 de glucose  ; 

elle est de 1,61 et de 1,75 g.l-1 en présence de respectivement 2,5 et de 4 g.l-1 de glucose, 

respectivement. La fermentation importante au cours des 120 premières heures d�incubation 

correspond à la phase de croissance rapide de la souche. Cette forte fermentation aurait dû 

être en relation avec une baisse du pH. 

 

Figure 35 : Evolution de la teneur en glucose à 4 °C en présence de C. maltaromaticum DSM 
20730T en milieu TSB-YE, en absence (      , symboles vides) ou en présence de LP-s (      , 
symboles pleins)  avec des concentrations initiales en glucose de 0 (□), 1,5 (○, ●), 2,5 (◊) et 4 
(∆, ▲) g.l-1 
 

En présence du LP-s, la consommation du glucose  est plus importante au cours des 36 

premières heures d�incubation. Avec 1,5 g.l-1, elle est de 1,44 g.l-1 jusqu�à 18 h d�incubation, 

puis totale à 48 h. Avec 4 g.l-1, la consommation est d�abord de 2,5 g.l-1 jusqu�à 36 h 

d�incubation  ; elle diminue ensuite jusqu�à 96 h d�incubation (0,76 g.l-1), et enfin cette 

consommation tend vers zéro à la fin de l�incubation (0,36 g.l-1). La consommation de glucose 

est totale pour le milieu contenant 1,5 g.l-1 de glucose et est partielle (3,4 g.l-1) en présence de 

4 g.l-1. L�augmentation de la consommation en glucose lorsque le LP-s est ajouté à la souche 

est normale car aucune bactéricide n�est observée. La souche survit à la présence de produits 
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antibactériens et ce glucose consommé conduira simultanément à la production d�acides 

lactique et gluconique. 

! La vitesse de peroxydation du thiocyanate n�est affectée de manière significative ni par la 

présence de la souche ni par les concentrations initales en excès en glucose (Figure 36). 

Comme dans le cas des deux souches précédentes, le LP-s fonctionne avec la même vitesse en 

absence et en présence de la souche. Le SCN- est totalement peroxydé en 72 h d�incubation à 

4 °C sans réduction des composés oxydés en SCN- jusqu�à 296 h d�incubation. Aucune 

reprise de croissance de la souche n�est observée, même en défaut de thiocyanate. Il reste 

donc suffisamment de produits oxydés dans le milieu afin de limiter la croissance de C. 

maltaromaticum DSM 20730T pendant 296 h d�incubation à 4 °C. 

 

Figure 36 : Evolution de la teneur en SCN- en présence du LP-s et de C. maltaromaticum 
DSM 20730T à 4 °C avec des concentrations initiales en glucose de (g.l-1)  1,5 (●) et 4 (▲) 
 
 
Shewanella putrefaciens CIP 80.40T 

! En absence de LP-s, la croissance de S. putrefaciens CIP 80.40T n�est pas affectée de 

manière significative par les teneurs initiales en glucose comprises entre 0 et 4 g.l-1 ( 

!  

! Figure 37). La croissance de S. putrefaciens débute après une phase de latence de 40 h. La 

population augmente ensuite de 6.104 à 9.107 ufc.ml-1 en 130 h (µmax de 0,11 h-1 entre 72 et 96 

h) pour atteindre la phase stationnaire de croissance avec 8.108 ufc.ml-1, après 192 h 

d�incubation. 
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L'effet bactériostatique du LP-s n'est pas dépendant de la teneur initiale en glucose. Entre 144 

et 220 h d�incubation, pendant la phase de croissance plus rapide, la population augmente de 

5,8.104 à 1,1.108 ufc.ml-1, avec un µmax de 0,107 h-1 entre 172 et 192 h. Cette valeur de µmax 

est inférieure à celle calculée en absence de LP-s, de 0,11 h-1 entre 72 et 96 h d'incubation. En 

fin de phase exponentielle (220 h d�incubation), la souche entre dans une phase stationnaire 

de croissance, la variation de la population est inférieure à une unité log, jusqu�à 296 h  pour 

atteindre le même niveau de population que dans les témoins sans LP-s. Entre les conditions 

de culture, avec et sans inhibiteur, un écart maximum de 3,4 unités log10 est observé à 132 h 

d�incubation. L�ajout de LP-s retarde la croissance de S. putrefaciens d�environ 120 h à 4 °C. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 37 : Croissance de S. putrefaciens CIP 80.40T à 4 °C en milieu TSB-YE, en absence  
(      , symboles vides) ou en présence de LP-s (      , symboles pleins)  avec des concentrations 
initiales en glucose de 0 (□), 1,5 (○, ●), 2,5 (◊) et 4 (∆, ▲) g.l-1 
 

! Dans les différentes conditions expérimentales, aucune différence significative, au cours 

des trois répétitions, n�est notée dans les valeurs de pH jusqu�à 296 h d�incubation à 4 °C. 

 

! En absence de LP-s, la fermentation du glucose est observée jusqu�à 32 h d�incubation, 

uniquement pendant la phase de latence de S. putrefaciens CIP 80.40T (Figure 38). La vitesse 

de fermentation du glucose est d�autant plus rapide que sa concentration initiale est plus 

élevée avec respectivement 0,96, 1,14 et 1,8 g.l-1 pour 1,5, 2,5 et 4 g.l-1 de glucose, sans 

modification significative de la biomasse. Après 50 h et jusqu�à la fin de l�incubation, la 

concentration de glucose fermenté n�évolue que très faiblement. Pendant 296 h d�incubation, 
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elle est environ de 1,3 g.l-1, pour les milieux contenant 1,5 et 2,5 g.l-1 de glucose  ; elle est de 

1,9 g.l-1 en présence de 4 g.l-1 de glucose.  

En présence du LP-s, pendant les 24 premières heures d�incubation, les consommations de 

glucose sont d�autant plus importantes que sa concentration initiale est plus élevée. Le 

glucose est consommé simultanément par la souche (fermentation) et par le LP-s (oxydation 

par la GOD). Lorsque la concentration initiale en glucose est de 1,5 g.l-1, sa disparition est 

totale à 50 h d�incubation. En présence de 4 g.l-1 de glucose, 2,1 g.l-1 sont consommés après 

24 h d�incubation et 3 g.l-1 de glucose en 296 h. Cependant, la consommation de glucose en 

présence de la souche et du LP-s (2,1 g.l-1) ne correspond pas à la somme des consommations 

individuelles de la souche (1,9 g.l-1) et du LP-s (2,07 g.l-1). De plus une reprise de la 

consommation en glucose n�est pas observée lorsque la souche reprend une croissance rapide 

après 150 h d�incubation. Ceci impliquerait qu'elle utilise une autre source d'énergie présente 

dans le milieu. 

Figure 38 : Evolution de la teneur en glucose à 4 °C en présence de S. putrefaciens CIP 80.40T 

en milieu TSB-YE, en absence (      , symboles vides) ou en présence de LP-s (      , symboles 
pleins)  avec des concentrations initiales en glucose de 0 (□), 1,5 (○, ●), 2,5 (◊) et 4 (∆, ▲) 
g.l-1 

 

! Aucune différence significative de la vitesse de peroxydation du thiocyanate n�est observée 

pour les différentes concentrations initiales en glucose pendant 100 premières heures 

d'incubation à 4 °C (Figure 39). Le SCN- est totalement peroxydé en 96 h d�incubation. 

Pendant les 36 premières heures, la vitesse de peroxydation est quasi linéaire (40 mg.l-1). 

Aucune réduction des composés oxydés en SCN- n�est observée jusqu�à 296 h.  
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En présence de LP-s, la croissance modérée de la souche n�a débuté qu�après la 

consommation totale du SCN- soit à partir de 96 h d�incubation. L�inhibition est presque 

totalement levée après 144 h d�incubation à 4 °C. La concentration de produits peroxydés 

dans le milieu est donc devenue insuffisante pour maintenir un effet bactériostatique sur la 

croissance de la souche. 
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Figure 39 : Evolution de la teneur en SCN- en présence du LP-s et de S. putrefaciens CIP 
80.40T à 4 °C avec des concentrations initiales en glucose de (g.l-1) 1,5 (●) et 4 (▲) 
 

Les trois souches Gram-positives retenues pour cette étude sont très proches d'un point de vue 

phylogénétique ce qui  explique que le LP-s exerce un effet comparable vis-à-vis de ces trois 

souches. Aucune étude préalable ne traite de l'effet du LP-s sur B. thermosphacta ni sur C. 

maltaromaticum. Plusieurs travaux ont montré l'effet antibactérien du système 

lactoperoxydasique sur des bactéries Gram-positives, et notamment Listeria monocytogenes. 

L'effet varie selon les conditions employées. Une bactériostase a été observée par Denis et 

Ramet (1989) et Rodriguez et al. (1997) qui n'utilisaient pas le même système d'apport de 

l'H2O2. D'autres études ont mis en évidence un effet bactériostatique sur la croissance de cette 

souche (Bibi et Bachmann, 1990 ; Boussouel et al., 2000 ; Kennedy et al., 2000 ; Revol-

Junelles et al., 2001 ; Dufour et al., 2003), toujours dans des conditions opératoires variables 

telles que le mode de production de l'H2O2, le milieu de culture, les températures d'incubation 

ou encore les concentrations des différents constituants du LP-s. En général l'effet 

antibactérien observé sur les bactéries Gram-positives est bactériostatique (Björck, 1982). 

Malgré l'optimisation des concentrations des composants du LP-s, aucune bactéricidie n'a pu 

être observé sur les trois souches tests Gram-positives. Mais pour L. monocytogenes, la 
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bactériostase à 25 °C dans le lait a été allongée de 24 h (cf. II.4.) en comparaison avec les 

études réalisées au laboratoire (Boussouel et al., 2000). 

L'impact du LP-s vis-à-vis de Shewanella putrefaciens n'a jamais été testé. Néanmoins, des 

études sur l'effet du LP-s sur la croissance de bactéries Gram-négatives ont révélé des effets 

bactéricides (Mickelson, 1966 ; Benoy et al., 2000 ; Bosch et al., 2000 ; McLay et al., 2002).  

La croissance de cette souche n'est pas totalement inhibée par le LP-s mais une longue 

bactériostase (120 h) est observée. Cet effet bactériostatique sur des souches Gram-négatives 

est retrouvé dans les travaux de Dufour et al. (2003) Cet effet bactériostatique a été observé à 

37 et à 42 °C ; or au cours des expérimentations sur les CMI, cette souche s'est avérée être 

plus résistante à différentes teneurs en agent antibactérien à 4 °C par rapport à 25 °C. 

 

Résumé 
La concentration initiale en glucose, de 1,5 à 4 g.l-1, n'a pas d'influence sur le 

fonctionnement du LP-s ni sur la croissance des différentes souches. De plus, la 

peroxydation du SCN- n'est pas affectée par la présence des souches  ; les analyses de 

peroxydation sont statistiquement toutes identiques (environ 42 mg.l-1 dans les 36 

premières heures d'incubation et un peroxydation totale après 72 h d'incubation).  

L. monocytogenes DSM 20600T, comme cela a pu être observé lors des CMI, est la souche 

la plus sensible au LP-s, avec une bactériostase de 96 h et une population finale de 3.106 

ufc.ml-1.  

C. maltaromaticum DSM 20700T est la souche qui présente la bactériostase la moins 

longue mais la croissance ne présente pas de phase exponentielle car la population 

atteinte après 296 h d'incubation est de 2 unités log10 inférieure à celle obtenue en 

absence de LP-s. 
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Population finale (ufc.ml-1) 3.106 1.108 5,4.106 1,1.108 

Concentration totale de glucose consommée (g.l-1) 
(concentrations initiales de 1,5 / 4 g.l-1) 1,5 / 3,7 1,5 / 2,3 1,5 / 3 1,5 / 3,4 

 

B. thermosphacta DSM 20171T et S. putrefaciens CIP 80.40T montrent, de la même 

manière que lors de l'étude des CMI, une similitude dans la sensibilité à l'agent 

antibactérien, avec une bactériostase relativement importante (144 et 120 h) et une 

population, après 296 h d'incubation, identique à celle des témoins. 

 

Etude de la croissance des souches en culture mixte 

L'activité inhibitrice du LP-s a été testée au cours de deux expérimentations indépendantes, en 

présence des quatre souches tests en milieu de laboratoire TSB-YE reconstitué sans glucose et 

avec 1,5 g.l-1 de glucose apporté par l'ajout du LP-s, à 4 °C, pendant 296 h d'incubation. La 

numération de chaque souche a été réalisée sur les milieux sélectifs sélectionnés. L'analyse a 

été conduite en absence ou en présence du LP-s optimisé (Figure 40). 

 

La croissance de chacune des souches, en culture mixte, en absence de LP-s, est quasiment 

identique à celle observée en culture pure. Les µmax obtenus, lors de la phase exponentielle, en 

culture pure et en culture mixte sont respectivement de 0,095 et 0,089 h-1 pour  L. 

monocytogenes DSM 20600T, 0,101 et 0,096 h-1 pour B. thermosphacta DSM 20171T, 0,098 

et 0,095 h-1 pour C. maltaromaticum DSM 20730T et 0,11 et 0,14 h-1 pour S. putrefaciens CIP 

80.40T. Cette comparaison montre que la croissance de chaque souche n'est pas modifiée par 

la présence des trois autres souches. 
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Figure 40 : Croissance en culture mixte des quatre souches tests en milieu TSB-YE à 4 °C en 
absence ou en présence de LP-s en absence (     ) ou en présence  (     ) de LP-s 
Listeria monocytogenes DSM 20600T (♦), Brochothrix thermosphacta DSM 20171T (■), Carnobacterium 
maltaromaticum DSM 20730T (▲) et Shewanella putrefaciens CIP 80.40T(▬). 
 

La croissance de L. monocytogenes DSM 20600T est la plus affectée en culture mixte en 

présence de LP-s. Dans ces conditions, la population finale atteinte après 296 h d'incubation 

est de 1,5.105 ufc.ml-1 pour une population initiale de 1,7.104 ufc.ml-1 ; un écart maximum de 

niveaux de population entre les témoins et les essais est de 4,3 unités log10 à  

144 h d'incubation. Alors qu'en culture pure en présence de LP-s, le population augmente de  

2 unités log10 au cours des 296 h d'incubation, en culture mixte la différence de niveaux de 

population est inférieure à 1 unité log10. 

En culture mixte et en présence d'inhibiteur, la population finale de B. thermosphacta DSM 

20171T après 296 h d'incubation est de 6,5.107 ufc.ml-1, avec un témoin sans LP-s présentant 

un niveau de population de 1,9.108 ufc.ml-1. Une bactériostase est observée pendant les 168 

premières heures d'incubation. Elle est de 144 h d'incubation lorsque la croissance de la 

souche est étudiée en culture pure. L'écart maximum de niveaux de population entre les 

témoins et les essais sont identiques en cultures pure et mixte, 3,7 unités log10 à 150 h 

d'incubation.  De même que pour L. monocytogenes DSM 20600T, la croissance de B. 

thermosphacta DSM 20171T en culture mixte est plus ralentie  par la présence du LP-s. 

C. maltaromaticum DSM 20730T ne présente aucune phase de croissance exponentielle. La 

croissance modérée permet d'atteindre à la fin du temps d'incubation une population finale de 
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6,3.106 ufc.ml-1 avec un écart maximum de niveaux de population de 3,2 unités log10 après 

120 h d'incubation. Cette souche présente une sensibilité presque similaire au LP-s, en culture 

pure et en culture mixte. Les populations finales (5,4.106 et 6,3.106 ufc.ml-1) et des écarts de 

niveaux de population entre les témoins et les essais (3 et 3,2 unités log10) sont quasi 

identiques. Cependant l'écart maximum entre les essais et les témoins est observé 40 h plus tôt 

en culture mixte qu'en culture pure. 

En présence de LP-s et en culture mixte, un ralentissement de la croissance de S. putrefaciens 

CIP 80.40T est observé pendant 120 h. Le µmax obtenu lors de la phase exponentielle de 

croissance est plus faible (0,082 h-1) et la population finale est la même que celle obtenue en 

absence de LP-s, 1,4.108 ufc.ml-1. L'écart maximum entre les niveaux de population des 

témoins et des essais est de 3,2 unités Log10. L'effet du LP-s sur la croissance de S. 

putrefaciens CIP 80.40T est similaire à celui observé en culture pure : la bactériostase est 

longue mais le niveau de population est identique à celui du témoin après 296 h d'incubation. 

Néanmoins, l'effet antibactérien est accentué en culture mixte car le µmax obtenu lors de la 

culture pure était plus élevé, de 0,107 h-1. 

 

! En culture mixte et en présence du LP-s, la consommation du glucose est totale après 40 h 

d'incubation avec une très forte consommation dans les 32 premières d'incubation (1,4 g.l-1). 

Cette consommation est plus rapide que dans les conditions de cultures pures où en moyenne 

1,36 g.l-1 de glucose sont consommés dans les 36 premières heures d'incubation et cette 

consommation est totale après, en moyenne, 48 h d'incubation. La croissance des souches 

n'est pas affectée par la présence ou l'absence de glucose, c'est pourquoi la consommation du 

glucose n'est pas plus importante en culture mixte. 

 

! La peroxydation du thiocyanate en culture pure, en moyenne de 40 mg.l-1 au cours des 36 

premières heures, est totale après 72 h d'incubation. En culture mixte, cette peroxydation est 

plus importante, 43 mg.l-1 dans les 30 premières heures, et elle est totale après 50 h 

d'incubation. Dans le cas d'une culture mixte, le fonctionnement du LP-s  est affecté par la 

présence des souches, ce qui se justifie par une plus importante utilisation de l'agent 

antibactérien, produit final du système. 

 

! En culture mixte en milieu TSB-YE, la variation du pH est assez complexe à interpréter car 

elle reflète la croissance ou la survie des quatre souches ensemble en présence ou en absence 

de LP-s (Figure 41).  
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En absence de LP-s, la valeur du pH obtenue est plus faible que toutes les valeurs obtenues en 

culture pure ce qui est dû aux produits des métabolismes des différentes souches, 

principalement à l'acide lactique.  

En présence du LP-s optimisé, après 296 h d'incubation, une acidification de une unité de pH 

est observée. Cette diminution est due au système lui-même (l'acide gluconique) mais 

essentiellement à l'acide lactique produit par les croissances, même modérées, de B. 

thermosphacta DSM 20171T, C. maltaromaticum DSM 20730T et surtout de S. putrefaciens 

CIP 80.40T. La différence entre les deux variations de pH est représentative de l'inhibition, 

plus ou moins importante, de la croissance des différentes souches. 
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Figure 41 : Evolution du pH en présence ou en absence de LP-s en présence des quatre 
souches à 4 °C en TSB-YE 
L'évolution du pH est suivie en absence (    ) ou en présence  (    ) de LP-s et en présence des quatre cibles de 
l'étude : Listeria monocytogenes DSM 20600T, Brochothrix thermosphacta DSM 20171T, Carnobacterium 
maltaromaticum DSM 20730T  et Shewanella putrefaciens CIP 80.40T. 
 

Résumé 
Seule L. monocytogenes DSM 20600T présente une bactériostase plus longue en culture 

mixte à 4 °C. Les trois autres souches ont des comportements similaires en cultures 

pures et en culture mixte à 4 °C.  De même que lors des cultures pures, B. thermosphacta 

DSM 20171T et S. putrefaciens CIP 80.40T sont les deux souches dont la population finale 

est proche de celle des témoins.  
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Durée de la bactériostase (h) 296 168 60 120 

Retard maximum de la croissance  
(unité log10) 

4,3 3,7 3,2 3,2 

Population finale (ufc.ml-1) 1,5.105 6,5.107 6,3.106 1,4.108 

 

L'acidification du milieu est plus importante en culture mixte, en absence ou en présence 

du LP-s ; elle résulte de la production, par les quatre souches, de métabolites acidifiants, 

dont l'acide lactique. La consommation du glucose est plus rapide en culture mixte.  

Le LP-s a une activité plus importante en présence des souches en cultures mixtes  ; la 

vitesse de peroxydation du SCN- est plus rapide. Lors de l'étude des CMI, L. 

monocytogenes DSM 20600T s'est avérée être la souche la plus sensible au LP-s. La 

vitesse de peroxydation plus importante peut être à l'origine du ralentissement de sa 

croissance en culture mixte. 

 

III.2. Etude sur milieu modèle 

Les expérimentations conduites en tampon et en milieu TSB-YE ont permis de comprendre le 

fonctionnement du LP-s optimisé et de tester son effet inhibiteur sur les quatre souches tests, 

en cultures pures et en cultures mixtes. Afin de se rapprocher des conditions expérimentales 

d'une matrice alimentaire, un milieu modèle poisson a été créé, et l'activité du LP-s sur les 

souches a été testée, en cultures pures et en cultures mixtes. 

 Les expérimentations sont réalisées à 4 °C sans agitation, en présence ou en absence du LP-s 

optimisé, en présence ou en absence de chacune ou des quatre souches tests de l�étude, L. 

monocytogenes DSM 20600T, B. thermosphacta DSM 20171T, C. maltaromaticum DSM 

20700T et S. putrefaciens CIP 80.40T. Le LP-s optimisé est composé de 85,5 UI.l-1 de GOD, 

1,5 mg.l-1 de glucose, de 50 mg.l-1 de SCN- et 3930 UI.l-1 de LPO à une valeur initiale de pH 

de 6,5. Toutes les analyses ont été réalisées en double. 
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III.2.1. Mise au point du milieu 

Trois modes opératoires pour la mise au point du milieu « poisson » ont été testés (Figure 42) 

afin de déterminer celui qui sera utilisé pour estimer l�efficacité du LP-s dans le poisson. Le 

milieu retenu doit être le plus homogène possible afin d'avoir une bonne répartition des 

différents composants du LP-s et de permettre des analyses microbiologiques et biochimiques 

les plus représentatives possibles.  

 

  
Figure 42 : Schéma des modes opératoires suivis pour mettre au point un milieu modèle 
poisson 
 

Après la stérilisation, la chair des milieux 1 et 2 a subi une synérèse et se présente sous forme 

de blocs compacts. Le milieu 2 a un aspect très hétérogène avec des morceaux de chair assez 

importants. Le milieu 1, malgré un broyage après la stérilisation, a un aspect visuel 

hétérogène, qui s'accentue lors des dépôts en boîtes de Petri. Le milieu 3 n�a pas subi de 

broyage avant la stérilisation, et le poisson est uniquement découpé en petits morceaux. Après 

la stérilisation, la chair qui n�a subi qu�une faible synérèse, est broyée à l�Ultra-Turax. Le 

milieu obtenu alors présente un aspect homogène, aussi bien à l'état liquide qu'à l'état gélosé. 

Le pH de ce milieu est de 6,7. Sa composition en acides gras est détaillée dans la partie 

III.2.6. La composition en acides gras des filets de poissons frais avant la mise au point du 

milieu est de (%) : 4,20 d'acide myristique, 0,18 d'acide myristoloéique, 0,32  d''acide Cis-10-

pentadécènoïque, 14,60 d'acide palmitique, 5,81 d'acide palmitoléique, 0,69  d'acide 

Flacons stériles et 
boîtes de Petri 

Milieu « poisson 3 » 

- filet de poisson + découpage
- bols Ultra-Turrax 
- dilution 1/4 (avec ou sans agar) 

Flacons stériles et 
boîtes de Petri 

Milieu « poisson 2 » 

Broyage 
Flacons 

Stérilisation 
110 °C, 10 min 

Bols Ultra-Turrax 

Broyage 3 minutes 
(0 à 9600 rpm) 

Flacons stériles et 
boîtes de Petri 

Milieu « poisson 1 » 

Stérilisation
110 °C, 10 min 

Stérilisation 
110 °C, 10 min 

Broyage 3 minutes 
(0 à 9600 rpm) 



Y. ADOLPHE  Résultats et discussion 

 112

margarique, 29,74 d'acide stéarique, 3,51 d'acide oléique, 7,33 d'acide linoléique, 2,65 d'acide 

7,9,12,15-octadécatétranoïque, 5,41 d'acide cis-11-eicosénoïque, 7,32 d'acide cis-11-

docosénoïque et 11,07 d'acide 8,11,14,17,19-docosapentaénoïque. La différence la plus 

importante est notée pour l'acide oléique qui est presque sous forme de trace dans le milieu 

modèle ce qui n'est pas le cas dans les filets de poissons non traités. 

 

III.2.2. Dosage du thiocyanate ajouté dans le poisson 

Le dosage du thiocyanate a dû être ajusté en fonction de la nature du milieu modèle, opaque et 

hétérogène. Le problème est lié à la présence de protéine dans le milieu et a été résolu grâce à 

l'adaptation d'un dosage d'extraction des protéines dans le lait à base de TCA. Plusieurs 

paramètres sont testés afin de mettre au point le meilleur dosage (Tableau 19). Le volume 

initial de SCN-, le moment de l�ajout du TCA, les différentes concentrations de TCA, la 

dilution de l�échantillon. Le seuil de sensibilité, la reproductibilité et la répétabilité de la 

méthode ont été analysés. Dans tous les cas, les concentrations en SCN- utilisées sont de 10, 

20, 30, 40 et 50 mg.kg-1. Afin de pouvoir comparer les différentes conditions, un taux de 

récupération est calculé dans chaque cas. Les essais sont réalisés en triple. 

 
Conditions opératoires Taux de récupération (%) 

   

Volumes initiaux de la solution de SCN- (ml) 5 59,9 - 78 
 1,25 55,1 � 73,1 
   

Concentrations de la solution en TCA (%) 5 44,1 � 53,2 
 20 55 - 72 
   

Dilutions de l�échantillon 4/5 40,4 � 46,3 
 2/3 35 - 48 
 1/2 55,1 � 73,1 
   

Moment de l�ajout du TCA Avant broyage 55,1 � 73,1 
 Après broyage 51,36 - 63 
   

Concentrations initiales en SCN- (mg.kg-1) 2 90 
 4 58,5 
 6 59 
 8 57 
 10 68 
   

Tableau 19: Différentes conditions expérimentales testées pour la mise au point du dosage du 
SCN- dans le poisson  
TCA : acide trichloroacétique 
 

Les taux de récupération varient de 55,1 % à 73,1 % pour volume initial de SCN- de 1,25 ml 

et de 59,9 % à 78 % pour 5 ml. Le volume initial de la solution de SCN� n�a donc pas 

d�influence sur la récupération de ce composé dans le surnageant.  
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Dans la deuxième série d�expériences, deux concentrations en TCA ont été ajoutées avant 

broyage du poisson. Les pourcentages de récupération du SCN- sont plus importants avec 

l�ajout de TCA à 20 % (p/v) comparativement à l�ajout de TCA à 5 % (p/v).  En effet, pour 

des mêmes gammes de concentrations, le taux de récupération varie de 55 %  à 72 % avec du 

TCA à 20 % (p/v) alors qu�avec l�ajout de TCA à 5 % (p/v), il est de 44-53 %. Une 

concentration de 20 % de TCA permet donc une meilleure extraction du SCN-. 

 

La dilution du poisson par du TCA à 20 % (p/v) influence les pourcentages de récupération. 

Dans le cas de la dilution au 1/2, les taux de récupération en SCN- varient entre 55,1 et  

73,1 %. Pour les dilutions plus faibles, 2/3 et 4/5, les pourcentages de récupération sont moins 

importants. En effet, pour  une dilution au 2/3, ces valeurs varient de 35 à 48 %, et pour la 

dilution au 4/5, entre 40 et 46 %. La dilution au 1/2 a été retenue pour la suite des 

expériences. 

 

Le moment de l'ajout de TCA modifie également les résultats. L�ajout avant broyage d'une 

solution de TCA à 20 % (p/v) permet un taux de récupération qui varie entre 55,1 et 73,1 %. 

Si l�ajout est réalisé après broyage, ce taux varie entre 42 et 63 %. La condition opératoire 

retenue a été l�ajout de TCA à 20 % (p/v) avant broyage, car le TCA est mieux répartie dans 

la chair du poisson pendant le broyage. 

 

Le seuil de détection a été testé à partir de 10 mg.kg-1 de SCN-. En utilisant une solution de 

TCA à 20 % (p/v), le taux de récupération varie entre 55,1 et 73,1 %. Pour des concentrations 

plus faibles, inférieures à 10 mg./kg-1, ce taux varie entre 57 et 90 %. Le seuil minimal de 

détection du SCN- est de 2 mg.kg-1. 

 

Résumé  
Le milieu modèle a été créé à partir de filets de truites arc-en-ciel. Ils sont d�abord 

découpés en petits morceaux, placés dans des bols d�Ultra-Turax et dilués au ¼ avec de 

l'eau distillée. Les bols et leur contenu sont stérilisés à 110 °C pendant 10 min. Le 

poisson est ensuite broyé pendant 3 min à l�Ultra-Turax. Ce milieu modèle peut être 

utilisé sous forme liquide ou gélosée par un ajout d�agar (12 g.l-1) avant la stérilisation. 
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Pour le dosage du SCN- ajouté dans le poisson et dans le milieu « modèle », la solution de 

TCA à 20 % est ajoutée à l�échantillon en réalisant une dilution au ½ avant le broyage à 

l�Ultra-Turax. Le seuil de détection de la méthode est de 2 mg SCN-.kg-1. La méthode 

peut  être considérée comme répétable  et reproductible.    

III.2.3. Fonctionnement du système lactoperoxydasique 

Les expériences ont été réalisées en triple, en milieu TSB-YE reconstitué et en milieu modèle 

en présence du LP-s optimisé. L'évolution des teneurs en SCN-, en glucose, l'indice de 

peroxyde et la valeur du pH sont suivies pendant 144 h d'incubation à 4 °C. 

 

Dans ces deux milieux, les valeurs de pH diminuent de manière constante en raison de la 

production d�acide gluconique par le LP-s  ; cette acidification est plus importante dans le 

milieu modèle, la pH évolue de 6,71 à 6,34, comparativement au milieu TSB-YE, où le pH 

initial de 6,50 est de 6,41 après 144 h d'incubation.  
 
Le dosage du glucose n�a pas pu être adapté au milieu modèle car les résultats obtenus 

n�étaient pas reproductibles et les écarts types étaient beaucoup trop importants. Trois types 

de dosages du glucose, basés sur la réaction avec l'o-dianisidine, ont été testés mais aucun n�a 

permis une mesure fine, reproductible et répétable. 

 

La concentration initiale en SCN- est de 50 mg.kg-1. La vitesse de peroxydation est ralentie 

par la présence d'une matrice complexe telle que celle du milieu modèle (Figure 43). En effet 

la vitesse de peroxydation du SCN- est de 0,31 mg.l-1.h-1 pendant 120 h d'incubation en milieu 

modèle alors qu'elle est 3,5 fois plus rapide sur un laps de temps inférieur en milieu, TSB-YE 
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(1,14 mg.l-1.h-1 en 36 h d'incubation). Cette différence est probablement due à la complexité 
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Figure 43 : Variation de la teneur en SCN- en présence du LP-s optimisé à 4 °C, en milieu 
TSB-YE (▲) et en milieu modèle (●), en absence ou en présence d'une ou de toutes les 
souches tests 
 

du milieu modèle qui ne permet pas une bonne proximité de tous les composants du LP-s et 

aussi à la possibilité de perte de l'H2O2 vers d'autres composants du milieu modèle tels que les 

lipides. 

 

Afin de vérifier cette dernière hypothèse, l'indice de peroxyde a été mesuré en milieu TSB-

YE, en milieu modèle et en tampon phophate pH 6,5 (Figure 44). En absence de LP-s, le taux 

éventuel de peroxyde présent dans les milieux n'est pas détectable. 

La concentration d'H2O2 libre dans le tampon et dans le milieu de laboratoire TSB-YE est 

statistiquement la même. Dans ces milieux la peroxydation du SCN- est arrêtée à 48 h 

d'incubation ce qui n'est pas le cas dans le milieu modèle.  
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Figure 44 : Evolution de la concentration résiduelle en H2O2 en milieu TSB-YE (▲), en 
milieu modèle (●) et en tampon phosphate pH 6,5 (■) 
 

Lorsque le LP-s est introduit dans du tampon phosphate ou du milieu de laboratoire, au cours 

des 14 premières heures d'incubation, 7 méq.kg-1.h-1 sont produits. Cela correspond à la 

production massive du peroxyde d'hydrogène par le système glucose/GOD et à son utilisation 

par la LPO. La production de peroxyde d'hydrogène est supérieure à sa consommation par la 

LPO, le système est en excès de ce produit/substrat. Un plateau de production de  

1,4 méq.kg-1.h-1 est observé jusqu'à environ 54 heures d'incubation, suivi d'une augmentation, 

2,5 méq.kg-1.h-1, qui correspond à l'épuisement du SCN- dans le milieu et à l'arrêt de 

l'utilisation par le LP-s.  

Lorsque le LP-s est introduit dans le milieu modèle, 4,9 méq.kg-1.h-1 sont présents pendant les 

14 premières heures, puis l'IP est stabilisé à 100 méq.kg-1 jusqu'à la fin de l'incubation. Dans 

le cas du milieu modèle, le SCN- n'est pas totalement consommé à la fin de l'incubation. Cet 

écart, de 36 à 254 méq.kg-1, est lié au fonctionnement du LP-s ; la concentration de SCN- 

peroxydée est plus importante en tampon ou en milieu TSB-YE qu'en milieu modèle. 

 

III.2.4. Comparaison de la croissance des souches sur milieu TSB-YE et sur 

milieu modèle 

Les expériences ont été réalisées en triple en absence de LP-s en milieu TSB-YE (pH initial 

de 6,50) et en milieu modèle (pH initial de 6,71). Trois températures d'incubation on été 

choisies : 4 °C (température usuelle de conservation des aliments), 8 °C (température 

maximale de réfrigération tolérée) et la température optimale de chaque souche test, 37 °C 
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pour L. monocytogenes DSM 20600T, 25 °C pour B. thermosphacta DSM 20171T et S. 

putrefaciens CIP 80.40T  et 30 °C pour C. maltaromaticum DSM 20730T (Tableaux 21 à 24). 

Les croissances bactériennes sont suivies pendant 150 h. 

 

Milieu T (°C) Pf (ufc.ml-1) Tpf (h) µmax (h-1) pHf 
      

4 6,0.108 ± 1,2.107 105,6 ± 1,4 0,11 ± 0,01 5,52 ± 0,05 
8 5,8.108 ± 1,7.107 87,7 ± 1,0 0,19 ± 0,02 5,50 ± 0,05 TSB-YE 
37 6,6.108 ± 1,5.107 9,7 ± 0,7 0,78 ± 0,01 5,32 ± 0,06 

      

4 6,4.108 ± 1,6.107 112,5 ± 1,0 0,10 ± 0,02 6,43 ± 0,04 
8 6,1.108 ± 1,2.107 90,1 ± 1,3 0,21 ± 0,02 6,55 ± 0,05 modèle 
37 6,4.108 ± 1,8.107 10,4 ± 0,6 0,71 ± 0,01 6,54 ± 0,04 

Tableau 20 : Comparaison de la croissance de L. monocytogenes DSM 20600T sur milieu 
TSB-YE et sur milieu modèle à 4, 8 et 37 °C 
La population initiale est de 1,7.104 ufc.ml-1. 
T : température d'incubation ; Pf : population finale ; Tpf : temps nécessaire pour atteindre la population finale ; 
pHf : pH final. 
 

 

Milieu T (°C) Pf (ufc.ml-1) Tpf (h) µmax (h-1) pHf 
      

4 7,4.108 ± 1,9.107 114,3 ± 1,2 0,11 ± 0,02 5,80 ± 0,05 
8 7,4.108 ± 1,1.107 91,7 ± 1,4 0,14 ± 0,02 5,74 ± 0,08 TSB-YE 
25 7,3.108 ± 1,4.107 9,4 ± 0,3 0,65 ± 0,01 5,42 ± 0,07 

      

4 7,3.108 ± 1,3.107 122,2 ± 1,3 0,11 ± 0,02 6,81 ± 0,03 
8 7,1.108 ± 1,8.107 88,9 ± 1,6 0,19 ± 0,02 6,71 ± 0,05 modèle 
25 7,7.108 ± 1,9.107 10,5 ± 0,9 0,60 ± 0,01 6,52 ± 0,06 

Tableau 21 : Comparaison de la croissance de B. thermosphacta DSM 20171T sur milieu 
TSB-YE et sur milieu modèle à 4, 8 et 25 °C 
La population initiale est de 3,5.104 ufc.ml-1. 
T : température d'incubation ; Pf : population finale ; Tpf : temps nécessaire pour atteindre la population finale ; 
pHf : pH final. 
 

 

Milieu T (°C) Pf (ufc.ml-1) Tpf (h) µmax (h-1) pHf 
      

4 2,3.108 ± 1,5.107 110,2 ± 0,8 0,10 ± 0,01 5,10 ± 0,06 
8 2,4.108 ± 1,1.107 101,5 ± 0,3 0,13 ± 0,01 5,07 ± 0,05 TSB-YE 
30 1,9.108 ± 2,1.107 12,6 ± 0,7 0,80 ± 0,02 5,03 ± 0,03 

      

4 3,1.108 ± 1,6.107 119,5 ± 1,1 0,11 ± 0,02 6,40 ± 0,06 
8 2,9.108 ± 1,5.107 98,7 ± 1,0 0,18 ± 0,02 6,67 ± 0,04 modèle 
30 2,9.108 ± 1,9.107 13,8 ± 0,6 0,72 ± 0,02 6,73 ± 0,04 

Tableau 22 : Comparaison de la croissance de C. maltaromaticum DSM 20730T sur milieu 
TSB-YE et sur milieu modèle à 4, 8 et 30 °C 
La population initiale est de 4,5.104 ufc.ml-1. 
T : température d'incubation ; Pf : population finale ; Tpf : temps nécessaire pour atteindre la population finale; 
pHf : pH final. 
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Milieu T (°C) Pf (ufc.ml-1) Tpf (h) µmax (h-1) pHf 
      

4 4,2.108 ± 1,4.107 122,4 ± 1,9 0,10 ± 0,01 6,45 ± 0,06 
8 4,4.108 ± 1,4.107 97,6 ± 1,9 0,20 ± 0,02 6,43 ± 0,03 TSB-YE 
25 3,9.108 ± 2,0.107 11,5 ± 0,8 0,87 ± 0,02 6,37 ± 0,05 

      

4 5,2.108 ± 1,6.107 123 ;4 ± 1,6 0,10 ± 0,02 7,43 ± 0,03 
8 5,1.108 ± 1,7.107 110,2 ± 1,2 0,18 ± 0,01 7,50 ± 0,04 modèle 
25 5,2.108 ± 1,9.107 12,6 ± 0,4 0,81 ± 0,02 7,58 ± 0,04 

Tableau 23 : Comparaison de la croissance de S. putrefaciens CIP 80.40T sur milieu TSB-YE 
et sur milieu modèle à 4, 8 et 25 °C 
La population initiale est de 3,4.104 ufc.ml-1. 
T : température d'incubation ; Pf : population finale ; Tpf : temps nécessaire pour atteindre la population finale ; 
pHf : pH final. 
 

Dans tous les cas, les souches ont des comportements culturaux quasiment similaires sur ces 

deux milieux. En effet, les populations finales obtenues, le temps pour les atteindre et donc les 

µmax calculés sont statistiquement proches. Seules les variations de pH observées sont 

différentes. En effet en milieu TSB-YE une diminution relativement importante de la valeur 

du pH est observée, alors que dans le milieu modèle, cette diminution est moindre exceptée 

dans le cas de S. putrefaciens où une augmentation survient au cours de l'incubation. Cette 

variation des valeurs de pH dans le cas du milieu modèle est le résultat du métabolisme 

bactérien et de l'augmentation qui résulte de l'altération de la chair du poisson contenue dans 

le milieu modèle par les différentes souches. En effet par les phénomènes de glyocolyse, 

lipolyse, protéolyse et la dégradation du TMAO, beaucoup de composés aminés vont être 

libérés ce qui induit une augmentation de la valeur du pH (Tarr, 1939 ; Soudan et al., 1965 ; 

Hobbs et Hodgkiss, 1982). Ces derniers phénomènes sont beaucoup plus importants dans le 

cas de S. putrefaciens qui est la seule des quatre souches impliquée dans le mécanisme de 

putréfaction du poisson. 

 

Résumé 
La présence d'une matrice complexe, le milieu modèle, interfère dans le fonctionnement 

chimique du LP-s optimisé. Les valeurs de pH obtenues sont plus faibles mais ceci 

s'explique par le fait que le milieu modèle n'est pas tamponné. La peroxydation du SCN- 

est plus lente au cours de l'incubation.  

Une comparaison du comportement cultural des différentes souches sur le milieu TSB-

YE et sur le milieu modèle permet de vérifier que les quatre souches de l'étude cultivent 

aussi bien sur les deux milieux. 

 Il est alors possible de tester l'efficacité du LP-s sur les souches en milieu modèle. 
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III.2.5. Impact du LP-s optimisé sur la croissance des souches à 4 °C 

Les analyses ont été réalisées en double ce qui ne permet pas une analyse statistique fiable. 

Seule une moyenne arithmétique a été calculée. Ces analyses ont été effectuées à 4 °C en 

milieu modèle pendant 296 h, avec ou sans le LP-s optimisé, en présence d'une souche ou de 

toutes les souches. 

 

Un dosage du glucose à la fois répétable et reproductible n'a pu être mis en place dans le 

milieu modèle ; de ce fait les résultats de la consommation du glucose ne seront pas exploités. 

De même, la mesure de l'indice de peroxyde dans le milieu modèle en présence de souches et 

du LP-s n'a pas donné de résultats reproductibles. La concentration d'oxygène dissous dans le 

milieu modèle n'est plus détectable dès la première prise d'essai qui a lieu après 12 h 

d'incubation. 

 

De même que lorsque les expériences ont été réalisées en milieu TSB-YE, l'évolution de la 

peroxydation du thiocyanate en absence de souche est statistiquement identique à celle 

observée en présence d'une ou de plusieurs souches, quelle que soit la souche considérée. 

 

Listeria monocytogenes DSM 20600T 

! La croissance de L. monocytogenes DSM 20600T est fortement affectée en milieu modèle 

par la présence du LP-s (Figure 45). La bactériostase est de 120 h d'incubation et la reprise de 

croissance est très modérée. La population atteinte en présence de LP-s en fin d'incubation 

(296 h) est de 3,2.105 ufc.ml-1 alors que celle du témoin atteint une population finale de 

7,6.108 ufc.ml-1.  
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Figure 45 : Croissance de L. monocytogenes DSM 20600T à 4 °C, en milieu modèle, en 
absence (    ) ou en présence de LP-s (    ) 
 

! La variation de pH observée en présence de LP-s reflète essentiellement l'acidification du 

milieu par l'acide gluconique car la souche n'a que très faiblement poussé (Figure 46). Cette 

diminution peut aussi être due à la production de composés faiblement acidifiants issus de 

décarboxylations et d'oxydations suite à la consommation des composés de la chair du 

poisson par la bactérie. 

En absence de LP-s, la valeur de pH diminue de 6,71 à 6,12 en 96 h et puis remonte ensuite 

jusqu'à une valeur de 6,62 en fin d'incubation. La bactérie réalise principalement dans la chair 

du poisson des réactions de glycolyse et de protéolyse, ce qui implique une production de 

composés acidifiants, et expliquerait cette diminution des valeurs de pH avant la phase 

exponentielle de croissance. Les réactions d'altération vont libérer des composés aminés en 

grande concentration. Ceci est corroboré par l'augmentation de la valeur du pH en phase 

exponentielle de croissance. 
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Figure 46 : Evolution des valeurs du pH (□) et du potentiel d'oxydo-réduction (∆) en présence 
de  L. monocytogenes DSM 20600T, en absence (    ) ou en présence de LP-s (      ) 
 

! En absence de LP-s, la variation du potentiel d'oxydo-réduction (Eh) n'est pas très 

marquée, de + 150 à + 128 mV (Figure 46). En présence du LP-s, cette variation est 

importante  ; elle chute de + 150 à � 20 mV. Cette variation est très importante au cours des 

50 premières heures puis se stabilise ensuite entre  des valeurs de � 10 à � 30 mV. Ceci 

correspond à la production massive  d'OSCN- et d'H2O2, mais la production d'OSCN- est à peu 

près constante pendant les 150 premières d'incubation ce qui signifie qu'après 50 h 

d'incubation à 4 °C, il y a autant de composés produits que de composés utilisés. 

 

Brochothrix thermosphacta DSM 20171T 

! En milieu modèle, à 4 °C et pendant 296 h d'incubation, la population en Brochothrix 

thermosphacta DSM 20171T varie de 3,5.104 ufc.ml-1 à 3,6.105 ufc.ml-1. Un écart de 3,6 

unités log10 entre la population de l'essai et la population témoin est mesuré pendant 120 h 

d'incubation (Figure 47). 
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Figure 47 : Croissance de B. thermosphacta DSM 20171T à 4 °C en milieu modèle en absence 
(     ) ou en présence de LP-s (     ) 
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Figure 48 : Evolution des valeurs du pH (□) et du potentiel d'oxydo-réduction (∆) en présence 
de B. thermosphacta DSM 20171T, en absence (    ) ou en présence de LP-s (      ) 
 

! En milieu modèle en absence de LP-s, une faible augmentation du pH est observée, de 6,7 

à 6,9 (Figure 48). Cet écart est dû à la production de composés aminés qui survient suite à la 

dégradation de la chair du poisson. En présence de LP-s, une faible diminution de 0,1 unité de 

pH est observée après 296 h d'incubation. 

 



Y. ADOLPHE  Résultats et discussion 

 123

! En absence de LP-s, les valeurs du Eh varient de + 150 mV à + 70 mV. La décomposition 

de certains composés comme le TMAO dont est capable B. thermosphacta est responsable de 

cette variation de Eh. En présence de LP-s, l'Eh chute de + 150 mV à � 20 mV. La production 

de composés chargés négativement par le LP-s est la cause de cette brusque diminution au 

cours des 50 premières heures d'inhibition. 

 

Carnobacterium maltaromaticum DSM 20730T 

! Le comportement de C. maltaromaticum DSM 20730T en milieu modèle est sensiblement 

identique aux comportements des autres souches Gram-positives de cette étude (Figure 49). 

La croissance est très fortement ralentie au cours de toute l'incubation, la population évolue de 

3,4.104 ufc.ml-1 à 7,9.105 ufc.ml-1. Un écart maximum de niveaux de population de 3,5 log10 

est observé entre les essais et les témoins à 170 h d'incubation. 
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Figure 49 : Croissance de C. maltaromaticum DSM 20730T à 4 °C en milieu modèle en 
absence (     ) ou en présence de LP-s (    ) 
 

! En absence de LP-s en milieu modèle, la valeur du pH de 6,7 à 6,3 (Figure 50). Cette 

différence est liée à la composition complexe de la chair du poisson et donc une somme de 

produits métabolisés faiblement acidifiants. Cette acidification n'est que 0,2 unités de pH en 

présence du LP-s  ; elle est essentiellement due à la production d'acide gluconique par le 

système. 
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Figure 50 : Evolution des valeurs du pH (□) et du potentiel d'oxydo-réduction (∆), en présence 
de C. maltaromaticum DSM 20730T, en absence (    ) ou en présence de LP-s (      ) 
 

! L'évolution du Eh  en absence de LP-s est similaire à celle observée en présence de B. 

thermosphacta DSM 20171T, avec une diminution de + 150 à + 70 mV  et un faible pic à 164 

mV après 12 h d'incubation. 

En présence de LP-s et de la souche, les variations de pH et de Eh font l'objet des mêmes 

observations et conclusions que dans les analyses mettant en jeu B. thermosphacta DSM 

20171T. 

 

Shewanella putrefaciens CIP 80.40T 

! L'effet du LP-s sur la croissance de S. putrefaciens CIP 8040T en milieu modèle entraîne 

une bactériostase prolongée jusqu'à 123 h d'incubation suivie d'une faible reprise de 

croissance (Figure 51). La population finale est de 7,6.105 ufc.ml-1, avec un écart maximum 

de 3,6 log10 après 72 h d'incubation. 
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Figure 51 : Croissance de S. putrefaciens CIP 80.40T à 4 °C en milieu modèle en absence  
(    ) ou en présence (    ) de LP-s 
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Figure 52 : Evolution des valeurs du pH (□) et du potentiel d'oxydo-réduction (∆), de S. 
putrefaciens CIP 80.40T, en absence (    ) ou en présence de LP-s (      ) 
 
! S. putrefaciens CIP 80.40T est une des souches majoritairement responsable du phénomène 

de putréfaction, de la dégradation du TMAO et de la production d'amines biogènes. En culture 

pure en absence de LP-s, la valeur du pH subit une constante augmentation, de 6,7 à 7,7 

(Figure 52).  
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! La production des composés préalablement cités sont à l'origine de cette augmentation et 

de la chute du Eh (de + 150 à � 155 mV). 

 

En présence du LP-s et de la souche, les variations des valeurs de pH et de Eh sont 

sensiblement identiques aux trois premières analyses, excepté que la valeur du Eh est plus 

faible, - 46 mV, du fait de la faible pousse de la souche. 

 

Résumé 
Le LP-s optimisé a un effet antibactérien plus important en milieu modèle qu'en milieu 

TSB-YE. Le fonctionnement du système est ralenti. La croissance de chacune des 

souches est très fortement ralentie dans le milieu modèle. L'inhibition de la croissance de 

L. monocytogenes DSM 20600T engendre un écart maximal de 4,2 unités log10 à 144 h 

d'incubation. Pour cette souche, en milieu TSB-YE, cet écart était obtenu dans les 

conditions de culture mixte. L'activité anti-Listeria du LP-s est donc renforcée. Le LP-s 

est plus efficace en milieu modèle qu'en milieu TSB-YE sur la croissance de B. 

thermosphacta DSM 20171T, la bactériostase était de 96 h et la population finale était 

similaire à celle du témoin. Contrairement à B. thermosphacta DSM 20171T, l'effet du 

LP-s en milieu modèle et celui observé en milieu TSB-YE sur la croissance de C. 

maltaromaticum DSM 20700T sont similaires excepté la phase de latence uniquement 

dans le cas du milieu modèle. 
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Durée de la bactériostase (h) 120 296 70 123 

Retard maximum de la 
croissance (unité log10) 

4,2 3,6 3,6 3,7 

Population finale (ufc.ml-1) 3,2.105 3,6.105 7,9.105 7,6.105 

pH (sans/avec LP-s) 6,62/6,45 6,9/6,59 6,23/6,45 7,73/7,74 

Eh (sans/avec LP-s) +130/-20 +70/-15,5 +70/-26 -155/-46 
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S. putrefaciens CIP 80.40T est la souche qui modifie le plus les caractéristiques physico-

chimiques du milieu  car c'est celle qui est la plus impliquée dans les différentes 

modifications  de la chair du poisson au cours de l'altération. La bactériostase est de 

même durée en milieu TSB-YE ou en milieu modèle, avec cependant une population 

finale inférieure par rapport au témoin en milieu modèle alors qu'en milieu TSB-YE 

elles sont identiques. 

 

La date limite de conservation du poisson à l'état frais réfrigéré est de deux jours au 

froid. D'après les résultats obtenus, l'utilisation du LP-s permettrait de rallonger le 

temps de conservation au froid de 22 h si la référence est le temps de bactériostase.  

 

Etude de la croissance des souches en culture mixte 

! En milieu modèle à 4 °C, des bactéricidies sont observées (Figure 53). En effet L. 

monocytogenes DSM 20600T et S. putrefaciens CIP 80.40T, après une bactériostase  de 72 h, 

voient leur population chuter jusqu'à ce qu'elles ne soient plus détectables après 

respectivement 200 h et 120 h d'incubation à 4 °C. La population en B. thermosphacta DSM 

20171T est stable pendant 144 h d'incubation puis diminue considérablement jusqu'à atteindre 

un niveau de 4,5.100 ufc.ml-1. Seul C. maltaromaticum DSM 20730T, survit à l'action du LP-s 

et maintient sa population jusqu'à la fin de l'incubation (7,9.104 ufc.ml-1).  

 

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

0 48 96 144 192 240 288

Temps (h)

Lo
gN

 (u
fc

.m
l-1

)

 
Figure 53 : Croissance en culture mixte de L. monocytogenes DSM 20600T (♦), B. 
thermosphacta DSM 20171T (■), C. maltaromaticum DSM 20730T (●), S. putrefaciens CIP 
80.40T (▲) à 4 °C en milieu modèle en absence (    ) ou en présence de LP-s (    ) 
  , niveau de population inférieur à 1 ufc.ml-1. 
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! En absence de LP-s, le pH et l'Eh sont très fortement modifiés (Figure 54). Ces variations, 

de 6,7 à 7,9 pour les valeurs de pH et de + 150 à � 184 mV pour les valeurs de Eh, sont le 

cumul des variations dues à chacune des souches et donc essentiellement à S. putrefaciens 

CIP 80.40T par toutes les réactions d'altération dont elle est à l'origine. 

 

En présence de LP-s et des quatre souches, les valeurs de pH ne varient pas de manière 

significative, de 6,7 à 6,6. En revanche, la valeur finale du Eh est plus faible que lors des 

analyses en cultures pures (- 82 au lieu de environ � 20 mV). 
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Figure 54 : Evolution des valeurs du pH (□) et du potentiel d'oxydo-réduction (∆) en absence  
(    ) ou en présence (    ) de LP-s, et de la culture mixte de L. monocytogenes DSM 20600T, B. 
thermosphacta DSM 20171T, C. maltaromaticum DSM 20730T, S. putrefaciens CIP 80.40T, à 
4 °C en milieu modèle 
 

Résumé 
Lorsque les souches sont cultivées en culture mixte dans le milieu modèle et en présence 

de LP-s, une bactéricidie est visible. En moins de 200 h d'incubation à  

4 °C, les populations de L. monocytogenes DSM 20600T et de S. putrefaciens CIP 80.40T 

sont indétectables. B. thermosphacta DSM 20171T est plus résistante que les deux 

souches précédentes, car la lyse cellulaire, observée par un déclin du niveau de 

population, n'apparaît qu'après 144 h d'incubation et n'est pas totale après 296 h 

d'incubation. C. maltaromaticum DSM 20730T maintient  sa population au niveau 

d'ensemencement jusqu'à la fin de la durée d'incubation. 
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Durée de la bactériostase (h) 72 144 296 72 

Retard maximum de la croissance  
(unité log10) 

8,8 7,9 3,9 8,4 

Population finale (ufc.ml-1) < 1 4,5.100 7,9.104 <1 

pH (sans/avec LP-s) 7,89/6,66 

Eh (sans/avec LP-s) - 184/- 82 

 

En culture mixte, en milieu TSB-YE et en présence de LP-s, aucune bactéricidie n'a été 

observée. Dans ces conditions, L. monocytogenes DSM 20600T présentait la bactériostase 

la plus longue avec le niveau de population finale le plus bas. En milieu modèle, cette 

plus grande sensibilité de cette souche se retrouve car c'est la première souche dont la 

population devient indétectable. En milieu modèle, en culture mixte et en présence de 

LP-s, B. thermosphacta DSM 20171T et S. putrefaciens CIP 80.40T se révèlent être plus 

sensibles au système antibactérien que C. maltaromaticum DSM 20730T, comportement 

inversé comparativement aux croissances bactériennes observées en culture mixte en 

milieu TSB-YE. 

 

D'après la note DGAL/SDHA/N2001-8090 du Ministère de l'Agriculture et de la Pêche 

datée du 27 juin 2001 qui détaille les critères microbiologiques applicables aux aliments, 

la population aérobie des filets de poissons frais réfrigérés ne doit pas excéder 105 ufc.g-1. 

Dans ces conditions, la date limite de conservation à l'état frais réfrigéré pourrait être 

allongée de 250 h soit environ 10 jours. 

 

III.2.6. Impact du LP-s et du comportement des souches sur la composition 

lipidique 

L'analyse des acides gras par leurs identifications et la détermination de leurs concentrations 

ont été effectuées sur chacun des essais, en début et en fin d'études (296 h), et réalisée en 

double (Tableau 24). 
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C14 Myristique 3,89 4,16 4,22 4,88 5,46 4,19 3,97 4,05 

C14:1∆9 Myristoloéique 0,12 0,14 0,12 1,10 0,26 0 0,29 0,11 

C15:1 
Cis-10-

pentadécènoïque 0,30 0,30 0,32 0,39 0,39 0,32 0,33 0,29 

C16 palmitique 14,60 14,79 15,00 16,84 18,69 15,81 14,68 14,60 

C16:1∆9 Palmitoléique 5,76 3,52 6,46 6,39 7,47 6,74 6,18 6,03 

C17 Margarique 0,67 0,54 0,57 0,55 0,67 0,57 0,53 0,55 

C18 Stéarique 29,76 0,38 0,42 0,56 0,50 0,45 0,43 3,95 

C18:1∆9 Oléique 0,11 24,41 23,38 24,17 29,92 15,65 19,16 22,38 

C18:1∆7 Cis-7-octadécènoïque 0 0,12 1,69 0,13 0,18 10,15 5,06 1,68 

C18:2∆9,12 linoléique 7,29 6,18 6,45 5,92 7,47 6,48 6,31 6,18 

C18:4∆7,9,12,15 
7,9,12,15-

octadécatétranoïque 2,69 2,20 2,39 2,08 2,38 2,40 2,05 2,03 

C20:1∆11 Cis-11-eicosènoïque 4,21 3,16 4,27 3,95 5,24 3,77 4,17 4,12 

C20:5∆5,8,11,14, 
17 

5,8,11,14,17-
eicosapentaènoïque 0 0,39 2,88 2,61 3,88 1,76 2,85 2,81 

C22:1∆11 Cis-11-docosènoïque 6,40 6,85 6,85 5,93 6,69 6,49 6,97 6,89 

C22:4∆7,10,13,16 
7,10,13,16-

docosatétranoïque 0 0 0,51 0 0 0 0 0 

C22:5∆8,11,14,17,
19 

8,11,14,17,19-
docosapentaènoïque 13,15 7,69 3,05 0 0 0 0 0 

C22:6∆5,8,11,14, 
17,19 

5,8,11,14,17,19-
docosahexaènoïque 0 6,27 13,51 11,72 0 12,24 5,25 14,04 

          
total  89,70 81,10 92,09 87,22 89,20 87,02 78,23 89,71 

Tableau 24 : Composition en acides gras du milieu modèle dans les différentes analyses 
réalisées à 4 °C en absence et en présence de LP-s et avec une ou toutes les souches 
La totalité des acides gras mentionnés ne représentent pas 100 % de l'échantillon car tous les pics non 
identifiables ont été retirés. 
 

L'acide stéarique est présent à environ 30 % en début de culture puis cette teneur devient 

inférieure à 1 % lors de l'incubation dans toutes les conditions expérimentales testées excepté 
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lorsque le LP-s est testé seul ou en présence d'une des souches tests quelle que soit cette 

dernière (environ 4 %). A l'inverse, les acides oléique et Cis-7-octadécènoïque, présents en 

faible concentration ou absents à t0, sont présents, au même niveau que l'était l'acide stéarique. 

Les acides 5,8,11,14,17-éicosapentaènoïques (C20) et 5,8,11,14,17,19-docosahexaènoïques 

(C22) n'apparaissent que lorsque toutes les analyses se sont déroulées excepté lors de la 

culture de S. putrefaciens CIP 80.40T pour ce dernier. Seule la croissance de B. thermosphacta 

DSM 20171T, permet de détecter l'acide 7,10,13,16-docosatétranoïque. L'acide 8,11,14,17,19-

docosapentaènoïque (C22) est présent dans le milieu modèle  ; il est très peu modifié par les 

croissances de L. monocytogenes DSM 20600T et par celle de B. thermosphacta DSM 20171T, 

mais il est non détectable en fin d'incubation dans les autres conditions expérimentales. 

 

Lorsque les quatre souches sont cultivées en culture mixte sans LP-s, l'acide myristoloéique 

(C14) disparaît totalement en fin d'incubation. Il n'est pas possible d'identifier la souche 

responsable de cette hydrolyse car aucune des souches cultivées en culture pure ne permet une 

hydrolyse totale de cet acide gras. 

 

L'impact du LP-s seul sur la qualité lipidique de la chair du poisson n'est pas visible par 

l'analyse des acides gras. Cet impact est soit nul, ce qui parait peu probable du fait de la forte 

réactivité de l'H2O2 qui est produit par le système, soit pas assez important afin de pouvoir 

détecter une diminution de la qualité de la chair. 

La composition en acides gras du milieu modèle est modifiée par la présence d'une ou de 

toutes les souches, et/ou par la présence du LP-s optimisé. Ces phénomènes sont dus à la 

lipolyse, à l'oxydation des chaînes et aux phénomènes de décarboxylations et de 

déshydrogénation. 
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Conclusions et perspectives 

L'objectif de ce travail était de caractériser un bio-conservateur, le système 

lactoperoxydasique,  de façon à obtenir  un effet antibactérien optimal et de valider par la 

suite son efficacité dans un milieu de laboratoire et dans un modèle alimentaire. 

 

L'utilisation de plans d'expériences a permis d'analyser les interactions entre les différents 

composants du LP-s, leur impact sur la peroxydation du SCN-, et une optimisation de leurs 

concentrations. La LPO et le glucose sont les facteurs qui ont l�impact le plus important sur la 

peroxydation du SCN-. La GOD seule n'a pas de réel impact sur la peroxydation ; en 

revanche, toutes les interactions avec la GOD influencent très significativement la réponse car 

cette enzyme subit de fortes inhibitions par ses propres produits et essentiellement par l'H2O2, 

qui est un élément clé du bon fonctionnement du LP-s.  

L'une des originalités de ce travail réside dans l'optimisation des concentrations des 

composants du LP-s. En effet, les données bibliographiques sur les conditions mises en �uvre 

ne permettent peu ou pas le choix des différentes concentrations. Grâce à l'analyse des 

courbes d'isoréponses, des équations polynomiales et des chemins optimaux, les conditions à 

réaliser pour optimiser le fonctionnement du LP-s ont été définies. L'emploi de 85,5 UI.l-1 de 

GOD, de 1,5 g.l-1 de glucose et de 3930 UI.l-1 de LPO, avec une valeur initiale de pH initial 

de 6,5, permet de peroxyder une plus grande concentration de thiocyanate. 

 

L'impact de la teneur en oxygène sur le fonctionnement du LP-s n'a jamais été étudié, or il est 

un des premiers substrats du système complet. Des expériences réalisées en réacteur ont 

permis de vérifier que lorsque l'oxygène n'est pas présent, le système ne fonctionne pas. 

L'apport optimal d'oxygène est de 10 % et une agitation de la suspension favorise la proximité 

des différents constituants du système lactoperoxydasique et par conséquent, la peroxydation 

n'en est que plus rapide. Ces résultats pourraient être exploités dans le cadre d'emballage à 

atmosphère modifiée afin de limiter la prolifération des différentes souches pathogènes et 

d'altération. Dans cette perspective, la teneur en oxygène doit être modulée afin de permettre 

un bon fonctionnement du LP-s sans pour autant favoriser la croissance des flores aérobies et 

micro-aérophiles. 
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Lors du fonctionnement du LP-s, la faible acidification du milieu est due à la production 

d'acide gluconique. L'optimisation de la concentration en glucose (1,5 g.l-1) est correcte car 

lorsque l'on augmente cette concentration (jusqu'à 4 g.l-1), le thiocyanate n'est pas plus 

rapidement peroxydé. La peroxydation du thiocyanate est maximale dans les 36 premières 

heures d'incubation (environ 40 mg.l-1) et est totale au cours des 72 premières heures 

d'incubation. Par ailleurs il faut préciser la présence d'une concentration résiduelle d'H2O2 

dans le milieu, car après l'arrêt de sa production, cette concentration est suffisante pour 

peroxyder le SCN- encore présent dans le milieu. Au cours de toutes les analyses réalisées 

dans cette étude, aucune réduction de l'OSCN- en SCN- n'a été décelée contrairement à ce qui 

avait été suggéré par Reiter et Härnulv (1984), de Witt et van Hooydonk (1996) et O'Brien 

(2000). 

 

Une étude comparative entre les effets du LP-s optimisé et du LP-s utilisé par Boussouel et al. 

(2000) a prouvé la nécessité de l'optimisation. L. monocytogenes et P. fluorescens ont été 

utilisés comme souches tests. Dans les deux cas, l'effet antibactérien est plus important. La 

croissance de L. monocytogenes est retardée de 24 h supplémentaires passant de 48 à 72 h. La 

croissance de P. fluorescens est totalement inhibée, alors que l'effet sur cette souche n'était 

que bactériostatique avec l'ancien système. 

 

Les valeurs des concentrations des différents composants du système optimisé sont 

comparables à celles d'autres systèmes. Cependant, la concentration de 50 mg.l-1 retenue en 

SCN-, volontairement en excès, est supérieure aux 30 mg.l-1 relevés dans la nature (Reiter et 

Härnulv, 1984 ; Kussendrager, 1994)  ; elle est néanmoins plus faible que les concentrations 

observées dans la littérature qui peuvent atteindre des valeurs dix fois supérieures (Dionysius 

et al., 1992 ; Bosch et al., 2000 ; McLay et al., 2002). Comme l'ont montré les CMI et les 

différentes analyses, l'effet du LP-s optimisé est souche - et température - dépendant. Cette 

concentration en SCN- peut donc être diminuée. Par exemple, dans le cas de L. 

monocytogenes DSM 20600T à 4 °C, les concentrations des différents constituants du système  

peuvent être divisées au 1/16, mais seulement d'un facteur 1/2 à 37 °C.  

Lors de la détermination des CMI, les tests réalisés avec de l'OSCN- ont permis de mettre en 

évidence une meilleure activité antibactérienne de ce composé, en comparaison avec le LP-s 

optimisé. Dans une perspective proche, des études en réacteur avec un système optimisé dont 

le SCN- aura été consommé, permettant ainsi un apport initial d'OSCN-, pourraient être mises 

en �uvre. Cette technique, moins complexe que l'apport de tous les composants du LP-s à 
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chaque manipulation, diminuerait le coup final de l'utilisation du LP-s car les enzymes ne 

seraient pas renouvelées, leurs activités spécifiques étant stables pendant six mois à 4 °C. 

La concentration en glucose du LP-s optimisé est de 1,5 g.l-1. Les différentes études ont 

montré une capacité des souches à pousser dans les différents milieux en absence ou en 

présence de cette source d'énergie. Un apport important de glucose, soit 4 g.l-1 (correspondant 

à 1,5 g.l-1 contenu dans le LP-s optimisé et à 2,5 g.l-1 issu du milieu TSB-YE commercial), n'a 

pas d'influence sur le comportement cultural des souches, mais un arrêt de la consommation 

du glucose par le LP-s est observé après 48 h d'incubation à 4 °C. Cet arrêt correspond à un 

manque d'oxygène dissous dans le milieu, et peut être également une intoxication de la GOD 

par l'H2O2. Trois problématiques étaient posées par un apport de glucose dans une matrice 

alimentaire : celle de "sucrer" un aliment, celle de favoriser la croissance bactérienne avec un 

impact négatif sur la conservation et celle par rapport à un phénomène de compétition pour la 

consommation de ce substrat entre le LP-s et les souches. La concentration de glucose amené 

par l'ajout de LP-s est totalement consommée dans les 36 premières heures d'incubation, la 

matrice alimentaire n'est donc "sucrée" que très temporairement. Au cours de nos analyses, le 

glucose favorise l'action du LP-s ce qui se traduit par une baisse du niveau des populations. 

La  compétition pour la consommation de ce substrat est en faveur du LP-s mais n'est pas 

défavorable aux croissances des souches car elles cultivent très bien en absence de glucose.  

 

Les valeurs de pKa dans les différentes conditions révèlent une toxicité plus importante, pour 

les souches, de l'acide gluconique (pKa de 3,27) par rapport à l'acide lactique (pKa de 3,83). 

Un suivi de la concentration de ces deux acides au cours des différentes analyses permettrait 

de quantifier leur rôle dans les différentes acidifications. Des cinétiques de la croissance en 

présence de ces deux acides pourraient permettre de comprendre l'impact de chacun d'entre 

eux sur la croissance des différentes souches. 

 

Deux milieux de culture ont été utilisés pour évaluer l'effet inhibiteur du LP-s sur les quatre 

souches, le milieu de laboratoire TSB-YE et le milieu modèle créé pour cette étude. Ce milieu 

modèle est réalisé à partir de truites arc-en-ciel issues d'aquaculture continentale. Des 

numérations ont permis de vérifier que les souches cultivaient de façon similaire sur les deux 

milieux à 4 °C et à leur température optimale de croissance. La composition complexe du 

milieu modèle ne défavorise pas la croissance des souches. Ce milieu modèle, composé de 

filets de poissons broyés, a été mis au point et utilisé afin de permettre une meilleure 

homogénéisation des composants du LP-s et des souches, de meilleures homogénéités et 
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reproductibilités des prélèvements et des dosages et une maîtrise des flores contaminantes 

ajoutées. 

 

Des analyses de croissances bactériennes en cultures pures et en cultures mixtes ont été 

réalisées dans les deux milieux. Le suivi, en présence de LP-s, de la croissance de souches 

bactériennes en cultures mixtes et la comparaison avec des croissances réalisées en cultures 

pures n'a jamais été réalisé dans la littérature.  

En culture pure en milieu  TSB-YE, la croissance de L. monocytogenes DSM 20600T est la 

plus affectée de cette étude. La croissance de C. maltaromaticum DSM 20700T subit une 

bactériostase plus courte, 48 h au lieu de 96 h. Les niveaux finaux de population sont de 

l'ordre de 106 ufc.ml-1 pour ces deux souches, soit de 2 log10 inférieurs aux populations 

témoins. Les croissances de B. thermosphacta DSM 20171T et S. putrefaciens CIP 80.40T 

subissent des bactériostases assez longues, au-delà de 100 h, mais une croissance ultérieure 

rapide permet d'atteindre les niveaux de populations des témoins en fin d'incubation.  

En culture pure en milieu modèle, un ralentissement plus ou moins important de la croissance 

est observé pour toutes les souches, avec des écarts de 3,6 à 4,2 log10 entre les populations des 

témoins et celles des essais avec LP-s. Ces analyses ont permis de mettre en évidence 

l'implication de S. putrefaciens CIP 80.40T dans les phénomènes de l'altération de la chair du 

poisson par des modifications physico-chimiques du milieu par l'étude des variations de pH et 

de Eh.  

La réalisation d'études de croissance avec des cultures mixtes a permis de mettre en évidence 

que les souches n'ont pas d'interactions sur leur croissance respective. L'effet inhibiteur du 

LP-s est plus important en présence des quatre souches en culture mixte, en milieu TSB-YE et 

en milieu modèle. Dans le milieu modèle à 4 °C, le LP-s a un effet bactéricide vis-à-vis de L. 

monocytogenes DSM 20600T, S. putrefaciens CIP 80.40T et B. thermosphacta DSM 20171T. 

La population en C. maltaromaticum DSM 20730T stagne au niveau de la population initiale 

jusqu'à la fin du temps d'incubation. Si un seuil de 105 ufc.ml-1 est fixé pour définir 

l'altération, comme le signale la note DGAL/SDHA/N2001-8090 du Ministère de 

l'Agriculture et de la Pêche, ce niveau de population est atteint après 72 h d'incubation en 

présence du LP-s en milieu TSB-YE et n'est jamais atteint en milieu modèle en présence du 

LP-s, ce qui rallonge la date limite de conservation d'un peu plus de 10 jours. Le 

ralentissement de la croissance de C. maltaromaticum DSM 20730T en présence de LP-s a 

peu d'impact sur la conservation du poisson car c'est une souche faiblement altérante. De plus, 

des essais pourraient être réalisés avec souches productrices de bactériocines pour bénéficier 
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de cette croissance modérée afin d'inhiber d'autres souches responsables d'une forte altération 

du poisson.  

La consommation du SCN- est plus lente en cultures mixtes en milieu TSB-YE et d'autant 

plus en milieu modèle, et l'effet antibactérien est plus important. Cette peroxydation plus lente 

pourrait être due à une moindre disponibilité du SCN- et du glucose pour le fonctionnement 

du LP-s. Une production plus douce d'agent antibactérien aurait à long terme un effet plus 

élevé sur la croissance  ; ceci pourrait traduire un excès d'agent antibactérien et donc de SCN-, 

seul composant dont la concentration avait été fixée et non optimisée. La perspective de 

l'utilisation, en culture mixte, de réacteur combinant un apport massif d'agent antibactérien 

suivie de sa production douce permettait peut être d'observer des effets plus importants et/ou 

plus durables. 

 

Plusieurs travaux ont employé l'utilisation ou la production in situ de bactériocines afin 

d'inhiber la croissance de bactéries non désirables, essentiellement L. monocytogenes (Duffes 

et al., 1999 ; Duffes et al., 1999 ; Katla et al., 2001 ; Pantev et al., 2002 ; Zuckerman et Ben 

Avraham, 2002 ; Brillet et al., 2004 ; Brillet et al., 2005). Les auteurs ont observé un effet au 

minimum bactériostatique sur la croissance des souches cibles. Seuls Rodriguez et al. (1997), 

Boussouel et al. (1999) et Boussouel et al. (2000) ont expérimenté une combinaison entre les 

bactériocines et le LP-s ce qui leur a permis d'observer un effet bactéricide vis-à-vis de L. 

monocytogenes. 

 

Des études complémentaires seraient nécessaires afin de comparer ces effets antibactériens 

sur des cubes de filets et/ou des filets de truites frais et entiers car notre milieu modèle stéril 

est composé de filets de poissons broyés et dilués au quart. 

L'apport du système peut être réalisé de différentes manières. Le trempage ou la vaporisation 

sont possibles mais l'homogénéisation du système n'est pas favorisée ; dans ce cas l'emploi de 

solution d'OSCN- serait plus approprié. L'injection du LP-s dans la chair du poisson 

présenterait comme inconvénient, en plus d'une répartition non homogène du système dans 

l'échantillon,  celui de la disponibilité de l'oxygène sans lequel le système ne peut fonctionner. 

Une dernière technique par contact dans un papier imprégné et une conservation en barquette, 

ce qui rejoint une notion d'emballage actif,  a été testée au laboratoire et a présenté des 

résultats encourageants.  

Des études complémentaires pourraient être réalisée en élargissant le panel de souches tests en 

tenant compte de tous les différents groupes de bactéries responsables de l'altération de la 
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chair du poisson, telles que Lactobacillus alimentarius, Photobacterium phosphoreum ou 

Enterococcus faecalis, ainsi que vis-à-vis de la flore pathogène, telle que Flavobacterium 

psychrophilum ou Salmonella sp.  

L'emploi de milieux sélectifs afin de suivre la croissance des différentes souches en cultures 

mixtes est encore possible avec quatre souches tests. Mais pour des études réalisées avec un 

nombre de souches plus important, la technique de PCR quantitative permettrait le suivi des 

différentes croissances bactériennes des différentes souches, en cultures pures et mixtes, dans 

les différents supports utilisés.  

Des études précédentes réalisées au laboratoire ont abouti à l'encapsulation du système ce qui 

facilite son utilisation car la mise en �uvre d'un système efficace est complexe. L'utilisation 

du système optimisé sous forme encapsulée sur les produits de la pêche dès la capture 

permettrait peut être une plus longue conservation de ces derniers ou au moins une diminution 

des conséquences de la rupture de la chaîne du froid lors des différentes étapes du transports 

de ces produits. Ceci rejoindrait les travaux conduits en Australie et qui ont permis la 

validation de l'utilisation de LP-s, par trempage des viandes pour l'importation et l'exportation 

à moyen terme. La différence entre les systèmes résident dans la mise à disposition du 

peroxyde d'hydrogène qui est introduit tel quel dans la solution à vaporiser. Etant donné que 

ce bio-conservateur est aussi accepté par l'AFSSA pour la conservation de certaines salades, il 

est envisageable d'élargir l'utilisation future de ce bio-conservateur à de nombreuses denrées 

périssables.  
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Y. ADOLPHE 

Spécialité : Procédés Biotechnologiques et Alimentaires 
ENSAIA-INPL, 2 avenue de la Forêt de Haye, 54505 Vandoeuvre-lès-Nancy 

Etude du fonctionnement du système lactoperoxydasique et validation de son effet 
inhibiteur vis-à-vis des flores du poisson 
L'étude des réseaux uniformes de Doehlert a conduit à la compréhension des interactions 
entre les constituants du LP-s et à l'optimisation de leur concentration. A 25 °C, la 
peroxydation du SCN- est augmentée par le glucose et la LPO, et est affectée par les 
interactions GOD/glucose, GOD/pH et LPO/pH. Le LP-s optimisé avec une concentration 
initiale en SCN- de 50 mg.l-1 est composé de  85,5 UI.l-1 de GOD, de 1,5 g.l-1 de glucose et de 
3930 UI.l-1 de LPO avec un pH initial de 6,5. L'activité inhibitrice de ce LP-s optimisé a été 
expérimentée sur la croissance de L. monocytogenes DSM 20600T, de B. thermosphacta DSM 
20171T, de C. maltaromaticum DSM 20700T et de S. putrefaciens CIP 80.40T en cultures 
pures et mixtes, à 4 °C, en milieu TSB-YE et en milieu modèle poisson créé pour cette étude. 
En milieu TSB-YE et en cultures pures et mixtes, L. monocytogenes DSM 20600T est la plus 
affectée par la présence du LP-s. En milieu modèle et en cultures pures, la croissance des 
quatre souches tests est très affectée par la présence du LP-s. En milieu modèle et en culture 
mixte, les croissances de S. putrefaciens CIP 80.40T, L. monocytogenes DSM 20600T et B. 
thermosphacta DSM 20171T sont totalement inhibées  ; dans ces conditions, le LP-s a un effet 
uniquement bactériostatique sur la croissance de C. maltaromaticum DSM 20700T.  
 
Mots clés : système lactoperoxydasique, Listeria monocytogenes, Brochothrix 
thermosphacta, Carnobacterium maltaromaticum, Shewanella putrefaciens, milieu modèle 
poisson, inhibiteur bactérien, microbiologie alimentaire 
 
 
Study of the lactoperoxidase system process and validation of its inhibitory effect against 
fish flora  
Experimental design using Response Surface Methodology permit the well understanding of 
interactions between LP-s components and its concentration optimisation. At 25°C, SCN- 
peroxidation is increased by glucose and LPO. GOD/glucose, GOD/pH and LPO/pH 
interactions affect it. 85.5 UI.l-1 of GOD, 1.5 g.l-1 of glucose and 3930 UI.l-1 of LPO with an 
initial pH value of 6.5 compose optimised LP-s, with an initial SCN- concentration of 50 
mg.l-1. Inhibitory activity of the optimised LP-s was experimented on the growth of L. 
monocytogenes DSM 20600T, of B. thermosphacta DSM 20171T, of C. maltaromaticum DSM 
20700T and of S. putrefaciens CIP 80.40T on single or mixed cultures, at 4°C, in TSB-YE 
medium or fish model medium created for this study. In TSB-YE medium, in single or mixed 
cultures, L. monocytogenes DSM 20600T is the most affected by the LP-s. In model medium 
with single cultures, the growth of the four strains is partially inhibited by LP-s. In model 
medium with mixed cultures, the growth of S. putrefaciens CIP 80.40T, L. monocytogenes 
DSM 20600T and B. thermosphacta DSM 20171T are totally inhibited ; in those conditions, 
LP-s had a bacteriostatic effect on the growth of C. maltaromaticum DSM 20700T. 
 
Key words: lactoperoxydasic system, Listeria monocytogenes, Brochothrix thermosphacta, 
Carnobacterium maltaromaticum, Shewanella putrefaciens, fish model medium, bacterial 
inhibitor, food microbiology  
 
 
 


