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Introduction

Au cours des premiéres étapes de la fabrication du fromage de
Roquefort, les lactobacilles présents dans le lait en flore sous domi-
nante se multiplient jusqu'au salage du fromage ; la majorité des
souches que l'on isole en début de fabrication appartiennent a l'espéce
Lactobacillus casei (Devoyod, 1970). On sait que cette espéce est
exigeante sur le plan nutritionnel ; sa croissance est favorisée, en
particulier, par les vitamines du groupe B (Sharpe, 1962), et par des
peptides (« strépogénines ») provenant de I'hydrolysat de protéines
(Woolley, 1946et 1948; Baudet et Cherbuliez, 1960). Pour que L. casei
se développe dans le fromage il faut qu'il y trouve les substances,
soit azotées, soit de type vitaminique, indispensables a son dévelop-
pement. Ces substances peuvent provenir du lait lui-méme ou du
métabolisme microbien. Bien que le lait contienne plusieurs Vvita-
mines du groupe B, il est pauvre en acide folique et en ses dérivés
(Causeret et al.,, 1970). On sait aussi que le lait ne contient que peu
de peptides et d'acides aminés libres.

Or, les entérocoques, par l'intermédiaire de leur systéeme protéo-
lytique, libérent des peptides a partir de la caséine (Devoyod et
Desmazeaud, 1970). D'autre part les levures fermentant le lactose
produisent des vitamines et plus particuliecrement des vitamines du
groupe B (Wasserman, 1961). On peut donc supposer que les entéro-
coques et les levures apportent aux lactobacilles les peptides et vita-
mines indispensables a leur développement. Le présent travail avait
pour objectif de vérifier cette hypothése et de rechercher dans
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quelle mesure les entérocoques et les levures, nombreux au cours
des premiers stades de la fabrication, stimulent la croissance des
lactobacilles.

L'influence stimulante d'un micro-organisme sur un autre peut
se manifester soit par une action sur la croissance (croissance plus
rapide, maximum de croissance plus élevé), soit par une action sur
le métabolisme (augmentation de la quantité d'acide produite ou de
celle des substances aromatiques). Nous avons étudié ces différents
aspects d'une part en observant [I'évolution des cultures de lacto-
bacilles en association avec les entérocoques et les levures et en
étudiant d'autre part l'action des filtrats de culture de ces micro-
organismes (sur lait et sur lactosérum) vis-a-vis de L. casei. Les
substances stimulantes produites par les entérocoques ont été isolées
et nous les avons comparées aux substances contenues dans un hydro-
lysat enzymatique de caséine entiere obtenu par action de la protéase
de Streptococcus faecalis var. liquefaciens.

Matériel et méthodes

I. - SOUCHES MICROBIENNES

Toutes les souches microbiennes utilisées au cours de cette étude
ont été isolées de fromages de Roquefort. Les caractéristiques  bio-
chimiques de ces souches ont été décrites antérieurement (Devoyod,
1969 et 1970 ; Devoyod et Sponem, 1970). Elles comprenaient:

A) ENTEROCOQUES: souches

Streptococcus faecalis 155 (Stf 155) et Str. faecalis var. liquefa-
ciens 354 (Stfl 354).

B) LEVUREFERMENTANE LACTOSES3 souches

Saccharomyces fragilis 1 (Sf 1), Sacch. lactis 310 (SI 310) et
Torulopsis  sphaerica 9 (Ts 9).

c) LACTOBACILLES:souches
L. casei 11l et 12, L. plantarum 20 et 22.

Il. - MESURE DE L'ACTIVITE  STIMULANTE D'UN
MICRO-ORGANISME SUR UN AUTRE

A) CULTUREBSSOCIEES

Cette méthode consiste a cultiver ensemble, dans le méme mi-
lieu, les lactobacilles d'une part et les entérocoques ou les levures
d'autre part.

Les milieux de culture utilisés étaient d'une part du lait écrémé
chauffé a 118°C pendant 20 mn a l'autoclave (« lait autoclavé ») soit
a 142°C pendant 10 s dans un appareil de stérilisation a ultra haute



MEMOIRES ORIGINAUX 401

température, appareil Laguilharre décrit par Hermier et al. (1959),
(( lait UHT »), d'autre part du lactosérum stérilisé par filtration sur
filtre Seitz EKS.

Pour chacun des micro-organismes Il'inoculum était de 0,1 p. 100
et I'on suivait leur croissance par dénombrement sur milieux gélosés.
Les lactobacilles étaient dénombrés sur milieu MRS (De Man et al.,
1960) ; les entérocoques sur le milieu de Packer (1943) modifié par
Mossel et al. (1957) et les levures sur gélose a l'extrait de pomme de
terre (Potato Dextrose Agar Difco n- 13) ajustée a pH = 3,5 avec _
de l'acide tartrique.

B) CULTURES DIALYSEES

Le principe de cette méthode est le suivant : deux micro-orga-
nismes sont cultivés de part et dautre d'une membrane de dialyse;
ainsi, seules sont échangées les substances de poids moléculaires
inférieurs a 6000, en particulier les facteurs de croissance (peptides,
vitamines, etc.). Nous nous sommes inspirés de la technique décrite
par Nurmikko (1955, 1957 et 1958) ; le schéma du dispositif utilisé
est donné dans la figure 1.

Cette technique permet d'utiliser des milieux de culture diffé-
rents pour chacun des organismes et de mettre ainsi en évidence
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fig. 1

Schéma du dispositif utilisé pour les cultures associées dialysées
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l'effet stimulant d'un des micro-organismes sur l'autre. Elle permet
également de préciser la nature des substances stimulantes si I'on
utilise pour la culture du micro-organisme « stimulé » un milieu
déséquilibré, soit en vitamines, soit en peptides, etc.

C'est ainsi que les entérocoques et les levures étaient cultivés
sur lait ou sur lactosérum comme dans le cas des cultures associées,
tandis que les lactobacilles étaient cultivés soit sur le milieu de
Pollack et Lindner (1943) (milieu mis au point pour la recherche des
substances de croissance pour L. casei), soit sur les milieux couram-
ment utilisés pour la recherche de l'acide folique (Folie Acid Assay
Medium Difco na 318 et Folie Acid Casei Medium Difco na 822). La
croissance des lactobacilles était appréciée soit par dénombrement,
soit par néphélométrie.

C) OBTENTION DES FILTRATS DE CULTURE

Les souches d'entérocoques et de levures étaient cultivées sur
lait ou sur lactosérum (pendant 16 h a 37° C pour les entérocoques
et pendant 72 h a 22° C pour les levures). Aprées incubation, les
cultures étaient centrifugées a 9000 g pendant 30 mn. Dans le cas
des cultures d'entérocoques on chauffait la culture a 80° C pendant
30 mn avant la centrifugation de fagon a inactiver la protéase de
Str. faecalis var. liquefaciens. Le surnageant était stérilisé par filtra-
tion sur filtre Seitz EKS. Les filtrats ainsi obtenus étaient conservés
a + 4 C.

Ces filtrats de culture étaient ajoutés a du lait auto clavé ense-
mencé a 0,1 p. 100 avec les souches de lactobacilles. L'action stimu-
lante de ces filtrats était appréciée soit par dénombrement des lacto-
bacilles, soit par mesure de la quantit¢ d'acide produite par ces
micro-organismes. On a mesuré également la quantité de substances
volatiles (acétaldéhyde, acétoine, diacétyle) produite par les cultures
de lactobacilles additionnées de filtrats de culture selon la technique
chromatographique de Yoshioka et al. (1969) et par la méthode de
Lees et Jago (1970).

L'action des filtrats de culture sur les lactobacilles a également
été essayée sur le milieu de Pollack et Lindner et sur les milieux
servant a la recherche de l'acide folique.

D) OBTENTION D'UN HYDROLYSA T ENZYMATIQUE DE CASEINE ENTIERE

Pour préciser la nature des substances stimulantes produites
par les entérocoques, nous les avons comparées aux substances
contenues dans un hydrolysat enzymatique de caséine entiere obtenu
par action d'un extrait enzymatique de Str. faecalis var. liquefaciens.
Les techniques d'obtention de cet extrait enzymatique et de sépara-
tion en différentes fractions du protéolysat obtenu par action de cet
extrait enzymatique sur de la caséine entiere ont été décrites anté-
rieurement (Devoyod et Desmazeaud, 1970).
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Résultats

J. - ACTION STIMULANTE DES ENTEROCOQUES
SUR LES LACTOBACILLES

A) EN CULTURE ASSOCIEE

En cultivant les lactobacilles en association avec Stfl 354 sur
lait, nous avons constaté une stimulation de la croissance des lacto-
bacilles. Ainsi aprés une incubation de 16 h & 30°C, les lactobacilles
étaient 10 a 50 fois plus nombreux dans les cultures associées que
dans les cultures pures de lactobacilles. Cette stimulation était plus
marquée pour les souches de L. casei que pour les souches de
L. plantarum.  Par contre on ne constatait aucune stimulation lorsque
les cultures étaient faites sur lactosérum.

En cultivant les souches de lactobacilles en association avec
Stf 155 sur lait autoclavé, sur lait UHT et sur lactosérum, nous
n'avons constaté aucune stimulation sensible de la croissance des
lactobacilles.

B) EN CULTURE DIALYSEE

La croissance des lactobacilles sur milieu de Pollack et Lindner
était stimulée par les substances dialysables provenant de la culture
de Stfl 354 sur lait. Cette stimulation était trés marquée pour les
souches de L.casei comme le montrent les résultats donnés dans le
tableau 1. En effet apres 16 h d'incubation a 30°C nous mesurons
une densité optique de 0,70 dans les cultures de L. casei dialysées
contre du lait autoclavé ensemencé avec Stfl 354 et une densité

TABLEAU 1
Action de Str. faecalis var. liquejaciens sur la croissance des lactobacilles

Croissance des lactobacilles sur milieu de Pollack et Lindner

Dialysé contre

Souches ) v )
ensemence liguejaciens 354
L. casei 11 0,32 0,30 0,70
L. casei 12 0,30 0,28 0,77
L. plantarum 20 0,40 0,40 0,55
L. plant arum 22 0,44 0,42 0,50

(Les résultats sont donnés en densité optique) ..
Incubation : 16 h & 30°C. . Inoculum 0,1 p. 100.
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optique de 0,30 dans les cultures de L. casei dialysées contre le
méme lait autoclavé non ensemencé. Les phénomeénes de stimulation
étaient plus marqués lorsque la souche d'entérocoque était cultivée
sur lait autoclavé que lorsqu'elle était cultivée sur lait URT.

Le fait qu'il n'y ait aucune différence entre les densités optiques
des cultures de lactobacilles sur milieu de Pollack et Lindner seul
et sur ce méme milieu dialysé contre du lait autoclavé non ense-
mencé, montre qu'aucun facteur de croissance de nature peptidique
n'est présent dans le lait autoclavé.

Les substances dialysables provenant de la culture de Stf 155
sur lait n'ont aucune action, ni stimulante, ni inhibitrice, vis-a-vis
de la croissance des lactobacilles sur milieu de Pollack et Lindner.

C) FILTRAT DE CULTURE

Nous avons porté sur la figure 2 les courbes de croissance d'une
souche de L. casei sur milieu de Pollack et Lindner additionné d'un
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fig. 2

Action de filtrats de culture de Streptococcus  faecalis wvar. liquefaciens
sur la croissance de Lactobacillus casei 12

Inoculum : 0,05 p. 100.
Température d'incubation 1 30° C.

Milieu de culture: milieu de Pollack et Lindner (1943).
(a): L. casei 12.
(b) L. casei 12 + 3. p. 100 fitrat de culture de Str. faecalis var. liquefa-

ciens 354 sur lait.
(©) L. casei 12 + 3 p. 100 filtrat de culture de Str. faecalis var. liquefa-

ciens 354 sur lactosérum.
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filtrat de culture de Stfl 354 sur lait ou sur lactosérum. Nous voyons
qgu'en présence du filtrat de culture sur lait la croissance de L. casei
est stimulée : la phase de latence est plus courte et le taux de crois-
sance est plus élevé. Par contre le filtrat de la culture de Stfl 354
sur lactosérum n'a acune action sur la croissance de L. casei.

La figure 3 montre les courbes de croissance de L. plantarum
sur milieu de Pollack et Lindner additionné d'un filtrat de culture
de Stfl 354 sur lait : la croissance de L. plantarum est stimulée,
comme celle de L. casei, mais d'une facon moindre ; la diminution
de la phase de latence et l'augmentation de la vitesse de croissance
sont en effet moins importantes.

Les filtrats de culture de Stfl 354 sur lait et sur lactosérum n'ont
aucune action sur la croissance des lactobacilles sur le milieu servant
a la recherche de l'acide folique.

Les filtrats de culture de Stf 155 sur lait et sur lactosérum
n‘ont aucune action sur la croissance des lactobacilles quel que soit
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fig. 3
Action de filtrats de culture de Streptococcus faecalis var. liqueiaciens 354
sur lait, sur la croissance de Lactobacillus plantarum

Inoculum : 0,05p. 100.
Température d'incubation : 30°C.

Milieu de culture: milieu de Pollack et Lindner (1943).

(a): L. plantarum 20.

(b) L. plantarum 20 + 3 p. 100 filtrat de culture de Str. faecalis var.
liquejaciens 354.

(c) L. plantarum 22.

(d) L. plantarum 22 + 3 p. 100 filtrat de culture de Str. faecal/is var.
liquefaciens  354.
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le milieu utilisé lactosérum, milieu de Pollack et Lindner ou milieu
pour la recherche de l'acide folique.

D) HYDROLYSAT ENZYMATIQUE DE CASEINE ENTIERE

Comme il a été décrit antérieurement, I'hydrolysat de caséine
entiere par la protéase de Stfl 354 a été séparé en 5 fractions par
chromatographie  sur gel (Devoyod et Desrnazeaud, 1970). Sur la
figure 4 nous avons rappelé ces résultats; les pics Pl, P2, P3, P4 et
P5 correspondent aux zones d'élution des substances de poids molé-
culaire compris entre 2000 et 1500, compris entre 1000 et 800,
compris entre 600 et 300 et des peptides riches en acides aminés
aromatiques.

P2

PI P3

600

fig. 4

Courbe d'élution d'un hydrolysat de caséine totale par les enzymes
protéolytiques de Streptococcus faecalis var. liquejaciens 354

Colonne : 0 25 mm, h 1400mm.

Biogel P6.

Eluant : CHsCOOH 0,2 M, pH 3

Charge : 5 ml d'hydrolysat concentré 6 fois.
Fractions: 5,4 ml.

Lecture a 570 mu (apres coloration a la ninhydrine selon Moore et
Stein, 1954).

(Cf : Devoyod et Desmazeaud

Le Lait, 1970,n° 497,p. 382).
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Nous avons porté sur la figure 5 les courbes de croissance d'une
souche de L.casei sur milieu de Pollack et Lindner additionné de
fractions correspondant aux 5 pics précédents. Nous voyons que les
substances contenues dans les fractions correspondant aux poids
moléculaires compris entre 1000 et 800 (pic P2) et compris entre
600 et 300 (pic P3) stimulent la croissance de L. casei 12 tandis que
les substances contenues dans les fractions correspondant aux poids
moléculaires compris entre 2000 et 1500 ou aux peptides riches en
acides aminés aromatiques n'ont aucune action sur la croissance de
cette souche de L. casei.

Des résultats semblables ont été obtenus avec les deux souches
de L. plantarum.
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fig. 5

Action sur la croissance de Lactobacillus casei 12 des différentes substances,
séparées par chromatographie, d'un hydrolysat de caséine totale par lesenzy-
mes protéolytiques de Streptococcus  [aecalis var. liqueiaciens 354

Inoculum : 0,05p. 100.
Température d'incubation : 30°C.
Milieu de culture: milieu de Pollack et Lindner (1943).

(a): L. casei 12seul.

(b) L. casei 12 + 3p. 100substances pic Pl.

(c) : L. casei 12 + 3p. 100substances pic P2.

(d): L. casei 12+ 3p. 100substances pic P3.

(e): L. casei 12 + 3p. 100substances pics P4 et P5 (confondue avec courbe
témoin).
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Il. - ACTION STIMULANTE DES LEVURES FERMENTANT
LE LACTOSE SUR LES LACTOBACILLES

A) EN CULTURE ASSOCIEE

En cultivant les souches de lactobacilles en association avec
Sl 310, Sf 1 et Ts 9 sur lait, nous avons constaté une stimulation de
la croissance des souches de lactobacilles par les levures. Ainsi
aprés incubation de 24 h a 30°C, les lactobacilles étaient 20 a 60 fois
plus nombreux dans les cultures associées que dans les cultures
pures de lactobacilles. Cette stimulation de la croissance était plus
marquée pour les souches de L. casei que pour les souches de
L. plantarum.

B) EN CULTURE DIALYSEE

Les substances dialysables provenant de la culture des levures
sur lait et sur lactosérum ont une action stimulante vis-a-vis de la
croissance de L. casei cultivé sur le milieu servant a la recherche de
I'acide folique. Les résultats portés dans le tableau 2 montrent une
croissance importante de L. casei (densité optique de 0,70) quand le

TABLEAU 2

Action des levures fermentant le lactose sur la croissance de Lactobacillus casei

Cultures de L. casei sur milieu « Folie Acid Casei Medium Difco »
dialysées contre

Souches
de i Lactosérum ensemencé avec
L. casel Lactosérum
non ensemence  gacch, [ragilis 1 Sacch. lactis 310 T. sphaerica 9
11 D,DI 0,70 0,74 0,66
12 0,G2 0,74 1,00 0,82

(Les résultats sont donnés en densité optique).
Incubation : 36 h a 25° C.
Inoculum : 0,1 p. 100.

milieu de culture est dialysé contre du lactosérum ou du lait ense-
mencé avec les levures tandis que la culture témoin (culture de
L. casei dialysée contre du lactosérum ou du lait non ensemencé) ne
s'est pas développée. Le fait qu'il n'y ait pas eu de croissance dans
la culture témoin démontre l'absence d'acide folique ou de ses
conjugués dans le lait et le lactosérum non ensemencés.
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Par contre aucun phénomeéne de stimulation n'apparait quand
L. casei est cultivé sur milieu de Pollack et Lindner. Cela indique
qgue les 3 souches de levures essayées ne possedent pas de systeme
enzymatique exogéne capable de produire, a partir de la caséine ou
des protéines du sérum, des substances stimulantes pour L. casei.

C) FILTRATS DE CULTURE

Sur la figure 6, on voit que la croissance de L. casei 12 sur le
milieu servant a la recherche de l'acide folique est stimulée par
I'addition d'un filtrat de culture des souches de levures S| 310, Sf 1
et Ts 9 sur lactosérum. Par contre cet effet de stimulation n'appa-
rait pas quand L. casei est cultivé sur le milieu de Pollack et Lindner.
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fig. 6

Action de filtrats de culture de levures fermentant le lactose
sur la croissance de Lactobacillus casei 12

Inoculum : D,0S p. 100 d'une culture de 24 h a 30°C sur bouillon « Bacto
Lactobacilli Broth, AUAC Difco n- 901»,

Température d'incubation : 30°C.

Milieu de culture : « Folie Acid Casei Medium Difco n- 822 »,

(a):

(b)
©
(d)

(e):

L. casei 12.

L. casei 12 + 15 p. 100 filtrat de culture de Sacch. fragilis sur
lactosérum.

L. casei 12 + 15 p. 100 filtrat de culture de Sacch. Lactis 310 sur
lactosérum.

L. casei 12 + 15p. 100filtrat de culture de T. sphaerica 9 sur lacto-
sérum.

L. casei 12 + 0,1 ~g d'acide folique.



TABLEAU 3

Mise en évidence de la présence de composés analogues a l'acide folique dans les filtrats de culture de levures fermentant
le lactose sur lactosérum

MiTeu « FeAIC CH Assay Md' ijum Difco n° 318»

Souches

de + sulfanilamide

- + sultanilamide + sulfanilamidc + filtrat de culture sur lactosérum de:

+
L. plantarum seul sulfanilamide + acide folique  + lactosérum
Sacch. fragilis 1Sacch. lactis 310 T, sphaerica 9

20 0,70 0,01 0,66 0,01 0,59 0,60 0,52
22 0,70 0,02 0,74 0,01 0,62 0,64 0,57

(Les résultats sont donnés en densité optique),
Incubation : 16 h & 30°C,
Inoculum : 0,1 p, 100.
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Ces résultats sont donc comparables a ceux obtenus avec les cultu-
res dialysées.

A l'inverse des souches de L. casei, les souches de L. plantarum
se développent bien sur le milieu servant a la recherche de l'acide
folique qui contient de l'acide p-arninobenzoique. Quand on ajoute
a ce milieu de la sulfanilamide, qui est un inhibiteur de la synthese
de l'acide folique et de ses dérivés a partir de l'acide p-aminoben-
zoique (Miller, 1944 ; Lampen et Jones, 1946 ; Nimmo-Smith et al.,
1948), la croissance de L. plantarum est inhibée. Cette inhibition est
supprimée lorsqu'on ajoute au milieu contenant de la sulfanilamide
soit de l'acide folique, soit un filtrat de culture de Sl 310, Sf 1 ou
de Ts 9 (cf. tab. 3). Ces résultats montrent que les filtrats de culture
de ces souches de levures sur lactosérum contiennent de I'acide
folique ou l'un (ou plusieurs) de ses conjugués.

Ill. - PRODUCTION DES SUBSTANCES VOLATILES
PAR LES LACTOBACILLES

Nous avons recherché si l'effet stimulant des entérocoques et
des levures fermentant le lactose constaté sur la croissance de
L. casei et de L. plantarum se manifestait aussi vis-a-vis de la pro-
duction de diacétyle par ces lactobacilles.

Cette production de diacétyle était bien stimulée par I'addition
des filtrats de culture de Stfl 354 (augmentation de 30 a 60 p. 100)
et par I'hydrolysat enzymatique de caséine (augmentation de 100 a
200 p. 100 de la production de diacétyle) ; par contre le filtrat de
culture des levures n'avait que peu d'action sur la production de
diacétyle.

Discussion

Nous avons montré antérieurement que, parmi les entérocoques
isolés du fromage de Roquefort, seules les souches appartenant a
I'espéce Str. faecalis var. liquefaciens  stimulaient la croissance des
streptocoques  lactiques et des Leuconostoc (Devoyod et Muller,
1969 ; Devoyod et Desmazeaud, 1970).11 semble qu'il en est de méme
dans le cas de la stimulation des lactobacilles par les entérocoques.
Les substances responsables de cette stimulation sont des peptides
qgui proviennent de la protéolyse des caséines par les protéases de
Str. faecalis var. liquefaciens. Comme l'ont montré en effet nos
résultats, ces substances stimulantes se retrouvent dans les filtrats
de culture de Str. faecalis var. liquefaciens  sur lait mais non dans
les filtrats de culture sur lactosérum ; elles proviennent donc des
caséines. D'autre part, les substances stimulantes sont obtenues, en
I'absence de tout corps cellulaire, par action directe du systéeme
protéolytique de Str. faecalis var. liquefaciens sur la caséine entiere:
elles sont de nature peptidique.
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Les substances stimulantes libérées dans le lait par Str. faecalis
var. liquejaciens s'apparentent donc aux « strépogénines » (Woolley
et Sprince, 1944). Les strépogénines obtenues a partir des caséines
possédaient des poids moléculaires de l'ordre de 1300-1400 (11 a 12
acides aminés) (Baudet et Cherbuliez, 1960 ; Baudet et al., 1960)
alors que celles isolées de l'insuline (Merrifield et Woolley, 1956)
avaient un poids moléculaire de 600-800(5 a 7 acides aminés). Ces
derniéres ont d'ailleurs été synthétisées par Woolley et al. (1955),
par Merrifield et Woolley (1958) et par Baudet et al. (1968).

Puisque les peptides stimulants produits par Str. faecalis var.
liquefaciens  a partir des caséines ont un poids moléculaire compris
entre 800 et 1000, il est probable que leur composition chimique est
différente des strépogénines obtenues a partir des caséines.

L'effet stimulant des levures fermentant le lactose sur la crois-
sance des lactobacilles releve d'un mécanisme différent de celui
observé chez Str. faecalis var. liquefaciens. Nos résultats montrent
en effet que les substances stimulantes sont présentes dans le filtrat
de culture des levures que la culture soit faite sur lait ou sur lacto-
sérum. Ces substances n'ont cependant aucune action lorsque L. casei
est cultivé sur milieu de Pollack et Lindner, et appartiennent pro-
bablement au groupe de l'acide folique.

Allfrey et King (1950) ont montré qu'il existait dans les autoly-
sats de levure un complexe acide folique-protéine qui ne pouvait
étre utilisé directement par L. casei. Il était utilisé seulement apres
hydrolyse enzymatique. De méme Woasserman (1961) a montré que
Sacch. fragilis, cultivé sur lactosérum, renfermait de nombreuses
vitamines du groupe B, dont l'acide folique, et que ces vitamines ne
pouvaient étre utilisées qu'apres lyse des cellules de levure. Or il
semble bien que dans le phénoméne de stimulation de L. casei par
les levures fermentant le lactose, Il'acide folique (ou I'un de ses
conjugués) soit excrété dans le milieu. Ce phénoméne de stimulation
apparait sans qu'il y ait lyse des corps cellulaires des levures ; en
effet ces levures possedent des protéases endocellulaires trés actives
et s'il y avait lyse des cellules, les protéines du lait seraient hydro-
lysées en donnant des peptides et des acides aminés qui stimuleraient
la croissance des lactobacilles sur milieu de Pollack et Lindner
(Desmazeaud et Devoyod, résultats non encore publiés). La stimula-
tion de L. casei par Sacch. lactis, Sacch. fragilis et T. sphaerica
rentre donc bien dans le cadre des associations microbiennes.

On peut donc penser que dans la fabrication du fromage de
Roquefort, les entérocoques appartenant a l'espéce Str. faecalis var.
liquefaciens et les levures fermentant le lactose contribuent au
développement de L. casei en apportant au milieu les peptides et
vitamines indispensables aux lactobacilles, substances qui font nor-
malement défaut dans le lait.
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Résumé

L'action des entérocoques et des levures fermentant le lactose
sur la croissance et l'activité des lactobacilles a été étudiée.

Parmi les entérocoques, seul Str. faecalis var. liquefaciens avait
une action stimulante vis-a-vis des lactobacilles. Cette action était
plus marquée pour L. casei que pour L. plantarum. Les substances
stimulantes sont des peptides provenant de I'hydrolyse de la caséine
par la protéase de Str. faecalis wvar. liquejaciens, elles peuvent étre
considérées comme appartenant au groupe des « strépogénines »;

Saccharomyces  lactis, Saccharomyces  fragilis et Torulopsis sphae-
rica ont une action stimulante vis-a-vis des lactobacilles. Cette action
était plus marquée pour L. casei que pour L. plantarum. Les subs-
tances stimulantes sont des composés de l'acide folique.

Summary

Microbial  associations  in Roquefort  cheese
I11. Action of enterococci and lactose-fermenting yeasts
on lactobacilli

The action of enterococci and lactose-fermenting yeasts on
growth and activity of lactobacilli was studied.

Among the enterococci, Streptococcus faecalis var. liquefaciens
only stimulated lactobacilli. Growth promoting substances were pep-
tides obtained by action of proteolytic enzymes of Str. faecalis var.
liquefaciens on whole casein. These substances can be consider
like « strepogenin »,

Saccharomyces lactis, Sacch. fragilis and Torulopsis  sphaerica
stimulated the growth of L. casei and L. plantarum.  Growth promo-
ting substances were folie acid like substances.
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