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Résumé

Le terme « bactéries lactiques » désigne des bactéries produisant
de l'acide lactique par fermentation des hydrates de carbone, tolérant
des pH acides, de niches écologiques anaérobies ou anaérobies facul-
tatives et se montrant catalase négative. L'oxygéne peut parfois leur
étre substrat, mais conduit au peroxyde d'hydrogene qui leur est
toxique. Certaines souches possédent une superoxyde dismutase a
manganése permettant I'élimination des radicaux libres oxygéne.

En général, le transport des sucres & travers la membrane cellu-
laire, met en jeu un systeme phosphotransférase, phosphorylant le
lactose, le glucose ou le galactose, aux dépens de phosphoénol pym-
vate. Certaines souches, ou especes, posseédent de plus un systeme
perméase tirant son énergie de I'hydrolyse de I'ATP. Le lactose-
phosphate est dégradé par une phospho-é-galactosidase, puis le glu-
cose en résultant, suivant la voie glycolytique de Embden-Meyerhof-
Parnas. Le galactose-6-phosphate est catabolisé selon la voie du
D-tagatose-6-phosphate. Le galactose est dégradé selon la voie de
Leloir. Le métabolisme des sucres est soumis a une régulation par
des mécanismes de répression et de rétroinhibition. En présence de
différents sucres, la bactérie va les cataboliser successivement, dans
un certain ordre. Des plasmides sont associés a certaines étapes du
métabolisme du lactose.

Le pyruvate peut étre & l'origine de produits autres que le lactate.
Les différentes étapes du métabolisme ont été précisées. De méme,
l'utilisation du citrate est désormais bien précisée. Son métabolisme
serait aussi lié & un plasmide.
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Les bactéries lactiques exigent la fourniture exogene d'acides
aminés pour leur croissance car elles sont incapables d'en effectuer
la synthese a partir d'une source azotée plus simple. La fraction azotée
non protéique du lait est en fait une source importante d'azote pour
les bactéries lactiques. Des phénomenes de transport de différents
peptides ont aussi été mis en évidence. Les protéines du lait sont
utilisées grace a des protéinases liées a la paroi sous l'influence des
ions calcium. D'autre part, elles possédent un riche équipement en
aminopeptidases liées aux membranes et, en protéinases et en diver-
ses exopeptidases intracellulaires. La perte simultanée de la fermen-
tation du lactose et de l'activité protéinasique suggére que ces carac-
teres sont liés, et peuvent résider sur un méme plasmide.

Enfin, les bactéries lactiques exigent un certain nombre de vita-
mines, de bases azotées et de minéraux. Dans certains cas, le gaz car-
bonique serait essentiel pour leur croissance.

Titre abrégé
Revue : Nutrition des bactéries lactiques.
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bolisme - Lactose - Glucose - Galactose - Pyruvate - Citrate - Peptides -
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Summary

CURRENT STATE OF RESEARCH ON LACTIC ACID
BACTERIA NUTRITION

.The lactic acid bacteria group is consisting of Gram-positive, non-
sporing, carbohydrate-jermenting lactic acid producers, acia-tolerant,
of non-aerobic habit and generally catalase-negative. However, peéio-
cocci give a positive catalase reaction and there are positive reactions
in other genera. In these cases, catalase reaction derives from two
distinct catalases. In other part, some lactic acid bacteria contain
high intracellular levels of manganese ions but were devoid of true
superoxyde dismutase. Conversely, those which possess this enzyme
did not contain high levels of manganese ions. Enzyme and ions serve
to scavenge oxygen radical and to protect the cell against the toxic
effects of this radical.

The [irst stage of lactose utilization involves a phospho-enolpyru-

vate-phosphotransferase system. Lactose phosphate is hydrolysed
with phospho-0-Ir-galactosidase. ~ Some lactic and bacteria lack a [une-
tional lactose phosphotransferase or phospho-6-galactosidase. They

possess a f3-galactosidase. Glucose is fermented via the glycolytic
pathway and galactose-6-phosphate  via the tagatose-6-phosphate  path-
way. Some strains metabolie the galactose through the Leloir path-
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way. Fine control of the metabolism  of. lactose ta lactate involves
regulation by end products, precursor  activation and allosteric
enzymes. Pyruvate-kinase  and lactate deshydrogenase  are key enzymes
in lactose metabolism.

Lactic streptococci  growing on galactose, ferment it ta lactate,
formate, acetate and ethanol. Reduced intracellular levels of bath
fructose  1,6-diphosphate and triose-phosphates appeared ta be the
main factors involved in the diversion of lactate ta the other products.
In a medium containing a mixture of lactose, glucose and galactose,
galactose is not significantly = metabolized  until the other sugars have
been exhausted from the medium. Fine control of preexisting enzyme
systems by catabolite inhibition may afford an explanation for this
sequential  utilization  of sugars. An association between lactose meta-
bolism and extra-chromosomal genes (plasmids) is now well esta-
blished.

Pyruvate and citrate can be used and converted inta a variety
of end-products such as lactic acid, acetic acid, acetaldehyde, éthanol,
acetoin, diacetyl and butane-2,3-diol. The formation of lactic acid from
pyruvic acid involves only a lactate dehydrogenase. By contrast the
formation  of the other products involves many enzymes of the «pyru-
vate dehydrogenase system».  Citrate is rapidly  metabolized if a
fermentable  energy source is also present. The biochemical details of
the citrate utilization  pathway have been elucidated. There is also
experimental evidence that citrate metabolism  is plasmid linked.

Lactic acid bacteria require for growth certain amino acids which
they are unable ta synthesize  themselves. The low molecular weight
peptides in milk are a significant  potential source of nitrogen. Cells
possess oligopeptide  and dipeptide uptake systems. Bacteria produce
cell-bound  extracellular  prot einases which degrade caseins ta trans-
portable peptides. Proteinase is located in the cell-wall in the presence
of CaCl. Exopeptidases of diverse specificity are located in the cell
surface. Lactic acid bacteria possess also cytoplasmic proteinases
and exopeptidases having  various  specificities. Peptidase  activity
was not markedly affected by composition  of, the growth medium.
The simultaneous loss of lactose and proteinase  activities  observed
in variants has led ta think that these characters are linked and may
in some cases reside on the same plasmid. However, the nature of the
interrelationship is unclear.

Lactic acid bacteria require various vitamins  (notably  niacin,
pantothenic  acid and biotin), metals (FeH, MgH, Mo4+ and Se4+) and
in some cases purines and pyrimidines.  Carbon dioxide is also essen-
tial for the growth.

Key words:

Lactic acid bacteria - Nutrition - Oxygen resistance - Transport - Catabolism -
Lactose - Glucose - Galactose - Pyruvate - Citrate - Peptides - Amino acids -
Proteolytic activities - Vitamins.



1. INTRODUCTION

L'industrie laitiere frangaise représente une importante industrie
de fermentations puisqu'elle produit environ 1,2 million de tonnes
de fromages et plus de 500000 t de yaourts par an. Ceci met en jeu
environ 1000t de bactéries (poids humide).

Les connaissances accumulées depuis plusieurs dizaines d'années
sur la nutrition et le comportement des bactéries lactiques ont aidé
a la mise au point de ces technologies mais de nombreuses recherches
doivent encore étre conduites pour arriver a une véritable maitrise
industrielle des fabrications. En effet, les bactéries lactiques sont des
micro-organismes particulierement exigeants en nutriments et le lait
ne constitue pas pour elles un milieu de culture optimal. Par exemple,
une simple addition d'extrait de levure au lait stimule leur croissance
(Lawrence et al., 1976). Cette activation a été attribuée a la présence
dans I'extrait de levure d'acides aminés libres, de peptides, de purines,
de pyrimidines et de composés inorganiques. Cette simple expérience
montre donc les besoins nutritionnels complexes des bactéries
lactiques.

Deux revues récentes (Accolas et al., 1980 ; Cogan, 1980) ayant
traité déja d'aspects nutritionnels et métaboliques et des propriétés et
du comportement en technologie laitiere des levains, nous aborderons,
dans le présent mémoire, essentiellement ['utilisation des sucres, du
pyruvate, du citrate, la nutrition azotée, les besoins en vitamines des
bactéries lactiques. Des besoins plus spécifiques en certains facteurs
de croissance (minéraux, bases azotées) seront aussi précisés ainsi
que l'influence de certains acides gras. Parmi les facteurs physico-
chimiques, nous aborderons la tolérance a l'oxygéne car ce probléme
a été souvent moins développé dans les publications que d'autres
paramétres comme l'effet du pH ou de la température.

Le groupe désigné sous le vocable « bactéries lactiques » dans
ce mémoire comprend des espéces

1. des genres Streptococcus, Pediococcus et Lactobacillus  qui
convertissent au moins 85% du glucose utilisé en lactate (bactéries
homofermentaires) ;

2. des genres Leuconostoc et Lactobacillus qui forment seulement
1 mol de lactate a partir de chaque mol de glucose utilisé. Du gaz
carbonique et de I'éthanol sont aussi produits a partir du reste de
la molécule de glucose (bactéries hétérofermentaires) (Garvie, 1980).

Donc, ce groupe est constitué de bactéries a coloration de Gram
positive, ne formant pas de spores, produisant de l'acide lactique
par fermentation des hydrates de carbone, tolérant des pH acides
(Ingram et Luthi, 1961), de niches écologiques anaérobies ou anaéro-
bies facultatives et se montrant catalase négative. Ces bactéries ne
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sont pas mobiles et ne réduisent pas les nitrates (Ingram, 1975). Les
guantités d'acide lactique produites sont extrémement variables.

IIl.  L'INFLUENCE DE L'OXYGENE
SUR LA CROISSANCE

11.1. Problémes de la nature aérobie des bactéries lactiques

On considére généralement les bactéries lactiques comme des
germes anaérobies facultatifs ayant une préférence pour des condi-
tions anaérobies (Whittenbury, 1978). Cependant, cet auteur fait
remarquer que les bactéries lactiques sont uniques parmi les bac-
téries capables de croitre en aérobiose, par le fait qu'elles sont inca-
pables de synthétiser des porphyrines (et donc des cytochromes et
de la catalase) et qu'apparemment, elles ne sont pas capables de
former de I'ATP par la chaine de transport des électrons (ou phospho-
rylation oxydative). Si l'oxygéne peut parfois leur étre substrat, il
conduit comme produit final au peroxyde d'hydrogene (H202) qui est
toujours un produit toxique (Davis, 1963) du fait que dans la plupart
des cas, ces bactéries ne peuvent pas normalement le décomposer,
ne possédant pas de catalase fonctionnelle.

11.2. Formation possible de catalase

Il faut noter cependant que des souches de lactobacilles conte-
nant une catalase ont été mises en évidence. Wurtz (1953) a détecté
une catalase dans un mutant de Lactobacillus plantarum, Vankova
(1957) a trouvé trois souches de L. delbrueckii contenant des pigments
cytochromiques et une catalase. Enfin, Dacre et Sharpe (1956) ont
isolé du fromage de Cheddar trois souches catalase-positive.

Chez les streptocoques, Whittenbury (1964) a montré que si
I'on inclut de I'némine dans le milieu et que l'on incube en aérobiose,
beaucoup de bactéries lactiques développent une activité catalasique.
Les bactéries lactiques, dans ces conditions, sont en effet capables
de synthétiser I'apo-protéine de la catalase et de la lier a I'némine
préformée. Ainsi Streptococcus  [aecalis, L. casei, L. plant arum, L.
brevis, Leuconostoc mesenteroides ou Pediococcus acidilactici forment
une catalase si I'némine leur est fournie (Whittenbury, 1962 ; 1966).
Felton et al. (1953) ont montré aussi que des pédiocoques peuvent
donner une réaction catalase positive.

Whittenbury  (1964) considére que la réaction catalase-positive
chez certaines bactéries lactiques met en ceuvre deux catalases dis-
tinctes d'une part, d'un systtme non orthodoxe stable au cyanure
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et a l'azoture, et dautre part, d'une catalase classique sensible a
ces poisons mais qui n'est produite que si des composés de type
hémine sont disponibles dans le milieu (Ingram, 1975).

11.3. Respiration et activité NADH-oxydase chez des bactéries
lactiques

La phosphorylation oxydative n'est pas en général une propriété
du métabolisme producteur d'énergie chez les streptocoques puis-
gu'ils sont incapables de synthétiser les transporteurs d'électrons,
c'est-a-dire des cytochromes (Whittenbury, 1978). Cependant, la phos-
phorylation oxydative a été mise en évidence en l'absence de cyto-
chromes, chez Streptococcus faecalis (Gallin et Vandernark, 1964 ;
Smalley et al., 1968). Chez le méme organisme, Faust et Vandemark
(1970) ont utilisé le fumarate comme accepteur d'électron pour I'oxy-
dation du NADH par des fractions membranaires. En résumé, Whit-
tenbury (1978) indique que S. faecalis est capable en aérobiose de
former théoriquement quatre moles d'ATP contrairement aux deux
moles normalement formées par la transformation homo fermenta ire
du glucose en acide lactique. Des cytochromes ou des activités NADH-
oxydase ont par ailleurs été montrés chez Leuconostoc  mesenteroides
(Sijpesteijn, 1970), S. lactis var. diacetylactis  (Ritchey et Seeley, 1976)
ou L. plantarum, L. brevis et Pediococcus pentosaceus  (Whittenbury,
1964) ou L. plantarurn (Gotz et al., 1980 a).

I.4. Présence de superoxyde dismutase ou d'ions manganése et
tolérance a l'oxygéne

La superoxyde dismutase est une enzyme qui catalyse I'éli-
mination des radicaux libres oxygéne (0 selon la réaction
2 0. + 2 H+~ H0: + O, Elle fournit ainsi une certaine défense
contre la toxicité de l'oxygene (Fridovich, 1979). Streptococcus lactis
comme S. [aecalis et S. pyogenes, posséde une superoxyde dismutase
a manganése (Britton et al., 1978). D'autre part, L. plantarum est
quelque peu tolérant a l'oxygéne grace au manganése qu'il contient,
celui-ci jouant le méme rbéle qu'une superoxyde dismutase (Archibald
et Fridovitch, 1981 a). Le manganése protégerait les cellules (Gotz
et al., 1980 b) car il est oxydé par les radicaux O qui ainsi disparais-
sent. Le manganése trivalent peut s'accumuler dans les cellules car
celles-ci contiennent des pyrophosphates qui le stabilisent (Archibald
et Fridovich, 1981 b). Une tolérance a l'oxygéne a été établie comme
suit pour certaines bactéries : S. faecalis > S. lactis > Pediococcus
pentosaceus > L. [ermentum > L. plantarum > Leuconostoc  mesen-
teroides > L. casei > L. bulgaricus > L. acidophilus > L. ruminis.
Chez les lactobacilles qui sont les germes les moins tolérants a l'oxy-
géne, on ne retrouve ni superoxyde dismutase ni des concentrations
élevées en manganése (Archibald et Fridovich, 1981 b).
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.  METABOLISME DES HYDRATES DE CARBONE

111.1.Activité fermentaire sur le lactose

Le sucre fermentescible du lait est le lactose (disaccharide com-
posé de glucose et de galactose) dont la concentration varie de 4 a
5 %. Chez les streptocoques mésophiles, la quantité de lactate formée
a la fin de la phase exponentielle de croissance ne dépasse guere
0,42% (Cogan, 1978) ce qui représente a peu prés 0,41% de lactose
fermenté (Cogan, 1980). Chez les streptocoques thermophiles, cette
qguantité de lactate peut étre de 0,5a 0,6 % (Bouillanne et Desmazeaud,
1980). Chez les lactobacilles thermophiles, les quantités d'acide lac-
tique formées sont plus fortes (Bouillanne et Desmazeaud, 1981) et
les valeurs maximales produites dans le lait sont aussi plus impor-
tantes : Lactobacillus bulgaricus et 1. lactis < 1,8% ; 1. helveticus
2a25% (Accolas et al., 1980).Les formes isomeres de l'acide lactique
sont aussi différentes selon les espéces : pour les streptocoques
mésophiles L(+) ; pour les Leuconostoc D(-) ; pour 1. helveticus,
1. plantarum et 1. acidophilus DL ; pour 1. casei L(+) et pour
1. bulgaricus et 1. lactis D(-) (Sharpe, 1979).

111.2.Transport des sucres a travers les membranes

111.2.1. TRANSPORT DU LACTOSE

Chez les streptocoques lactiques, le transport du lactose a travers
la membrane cellulaire met en jeu un systtme phosphotransférase
qui phosphoryle le lactose aux dépens du phosphoénol pyruvate.
Les études se sont appuyées sur les résultats décrits par Kundig et al.
(1964) chez Escherichia coli. Chez les bactéries lactiques un tel systéeme
a été mis en évidence par McKay et al. (1969, 1970). En effet, chez
la souche S. lactis C:F, le transport du lactose implique deux enzymes
(Enz. 1 et Enz. Il), un facteur soluble (F 111)" spécifique du lactose
et une protéine stable a la chaleur (RPr), I'ensemble constituant Ile
systeme phosphotransférase dépendant du phosphoénol pyruvate
(PEP). 1l est analogue a celui trouvé chez Staphylococcus aureus
(Morse et al., 1968).Les étapes du transfert du phosphate et du lactose
peuvent étre schématisées comme suit :

Phosphoénol pyruvate <+ protéine HPr <« P-RPr + Pyruvate

(Enzyme |, Mgt ¢>.

2P-RPr + Facteur IIl (Lactose) ~ 2RPr + F Il (Lactose) 2P.

Facteur Ill (Lactose) 2P + 2 Lactose ~ 2F IIl (Lactose) + 2 Lac-

tose-P (Enzyme II, Mgr r>.

L'enzyme Il spécifique du lactose est liée a la membrane cellu-
laire. L'enzyme 1 et la protéine RPr sont des protéines constitutives

alors que l'enzyme Il et le facteur 111 (Lactose) sont induits pendant
la croissance en présence de lactose ou de galactose (Cogan, 1980).
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Ainsi, le PEP est le donneur de phosphate et le lactose apparait dans
la cellule sous forme de glucosyH-(1,4)-galactoside-6P (ou encore lac-
tose-P). Il est donc prét pour étre hydrolysé par une ~-D-phosphoga-
lactosidase en glucose et D-galactose-6-phosphate (Lawrence et al.,
1976).Chez S. thermophilus, Hemme et al. (1980a, 1980b) ont trouvé
a la fois des activités ~-galactosidase et phospho-B-galactosidase, ce
qui suggére que le lactose est transporté chez cette espece par le
systeme classique phosphotransférase. Cependant, Tinson et al. (1982
a) et Greenberg et Mahoney (1982) ne retrouvent qu'une activité ~-ga-
lactosidase sur d'autres souches de S. thermophilus. Ces derniers

auteurs estiment que les faibles hydrolyses de I'ONPG-6P en ONPG
gu'ils ont observées, pourraient étre dues a une activité phosphatase

et concluent que le lactose, chez S. thermophilus, est transporté par
un systéme du type des perméases (Anraku, 1978).

111.2.2. TRANSPORT DU GLUCOSE.

Chez les streptocoques lactiques, la présence d'un systéme phos-
photransférase-phosphoénol  pyruvate (PEP) dépendant n'a été mis en
évidence que récemment. Lee et al. (1973) trouvaient que, en utilisant
des cellules traitées au mélange acétone-toluéne, chez S. cremoris
HP et S. lactis C. le glucose était phosphorylé a la fois par I'ATP et
le PEP. Chez S. lactis (Thompson, 1978),la capacité de réguler la for-
mation de PEP in vivo a permis la caractérisation du systéme phospho-
transférase pour le glucose. Les données suggerent qu'une pyruvate-
kinase (enzyme allostérique réalisant la réaction

PEP + ADP ~ pyruvate + ATP) joue un role clef dans la régula-
tion de la glycolyse et des fonctions du systéeme phosphotransférase
chez S. lactis MU (Thompson,1978). Enfin, Tinson et al. (1982a) indi-
quent que le glucose peut aussi étre transporté par un systeme per-
méase dont I'énergie est fournie par I'ATP.

111.2.3. TRANSPORT DU GALACTOSE

Il est désormais établi que, chez S. lactis MLj; le galactose est
transporté par deux systéemes séparés (Thompson, 1980) : d'une part,
le systeme phosphotransférase  dépendant du phosphoénolpyruvate
(Thompson et Thomas, 1977 ; Thompson, 1979) et d'autre part, un
systeme perméase tirant son énergie de I'hydrolyse de l'adénosine-
5'-triphosphate (Lee et al., 1973). Thompson (1980) caractérise comme
suit les deux systéemes: les agents découplants (tétrachlorosalicylani-
lide et carbonyl-cyanide-m-chloraphénylhydrazine) inhibent la prise
de galactose par le systtme perméase mais sont sans action sur l'acti-
vité phosphotransférase. La perméase a une haute affinité pour le
galactose, le méthyH-D-thiogalactopyranoside et le méthyl-6-Dsgalac-
topyranoside, mais ne possede que peu (ou pas) d'affinité pour le
glucose ou le lactose. Les taux maximums du transport du galactose
par les deux systémes sont semblables, mais le systtme perméase
présente une affinité 10 fois supérieure pour le galactose a celle du
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systeme phosphotransférase. La prise de galactose est apparemment
insensible a la présence des réactifs des groupes sulfhydryles.

111.3.Catabolisme des sucres

111.3.1. VOIESGENERALESJCATABOLISME

A la suite du transport a travers les enveloppes cellulaires, on
se trouvera en présence, soit de lactose-phosphate, de glucose-phos-
phate et de galactose-phosphate, soit de lactose libre, de glucose libre
ou de galactose libre. Ces composés seront hydrolysés selon trois voies
désormais bien caractérisées  (fig. 1) (Bisset et Anderson, 1974 ;
Lawrence et al., 1976 ; Thomas et al.,, 1980) chez les streptocoques
et les lactobacilles homofermentaires. Chez les streptocoques  méso-
philes, le lactose-phosphate  est hydrolysé en glucose et galactose-6-
phosphate  par une phospho-6-galactosidase, Le glucose est alors
dégradé suivant la voie glycolytique de Embden-Meyerhof-Parnas  (voie
EMP) (Lehninger, 1977). Le galactose-0-phosphate  est catabolisé selon
la voie du D-tagatose-6-phosphate. Le galactose est dégradé selon la
voie de Leloir. L'hydrolyse du lactose est réalisée chez S. thermophilus
par une fl-galactosidase ou une phospho-é-galactosidase. L'activité
hétéro-fermentaire des Leuconostocs utilise les voies du tagatose-6-
phosphate et de la glycolyse, mais aussi celle des pentoses-phosphates
(fig. 2) (Cogan, 1980). Ainsi chez ces germes, la fermentation du lactose
détermine la formation de quantités équi moléculaires de lactate,
d'éthanol et de CO, Environ deux moles de lactate, deux moles
d'éthanol et deux moles de CO: sont formées pour chaque mole de
lactose fermenté. Des traces de formiate et d'acétate peuvent égale-
ment étre produites (Cogan, 1980).

111.3.2. GLYCOLYSEOU VOIE DES HEXOSES-DIPHOSPHARE® OU
VOIEEMP)

Certaines enzymes impliquées dans le métabolisme des sucres
ont été purifiées (Lawrence et al., 1976) comme la phospho-é-galacto-
sidase de S. cremoris HP (Johnson et Mc Donald, 1974). Cette enzyme
présente une plus grande affinité pour le substrat synthétique ONPG-
6-P (km = 5,88 x 10-¢ M) que l'enzyme équivalente de Lactobacillus
casei (km = 1,59 x 10-3M) (Premi et al., 1972). Le D-galactose-6-phos-
phate est un faible inhibiteur compétitif. L'activité est relativement
résistante au traitement thermique et est maximale de pH 5 a pH 8
pour une plage de températures allant de 45 a 52° C. Le dithiothreitol,
I'EDTA et le citrate stimulent cette activité tandis que les ions Mgt +
ou Li++ et le p-hydroxymercuribenzoate sont inhibiteurs. Ceci montre
I'importance de résidus sulfhydryles pour l'activité enzymatique, alors
que la plupart des cations sont sans effet. Son poids moléculaire
est estimé a 67 600 (Johnson et Mc Donald, 1974).Chez S. thermophilus,
Hemme et al. (1980 b) ont déterminé des pH optimums de 7,7 a 8,1
pour lactivité phospho-é-galactosidase. Celle-ci est stimulée par le
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Voies principales du transport et du catabolisme du lactose, glucose ou galactose
chez les streptocoques homofermentaires (d'aprés THoMPSON et THomAs, 1977 ;
COGAN, 1980).

P = phosphate ; PEp-PTS = systeme phosphotransférase-phosphoénol pyruvate
dépendant.

Transport and pathways of lactose, glucose or galactose catabolism in homo-
fermentative  streptococci  (adapt ed from THOMPSON and THOMAS, 1977 ; COGAN, 1980).

P = phosphate; = PEP-PTS = phosphoenolpyruvate-dependent phosphotransjerase
system.



278

GALACTOSE - 6- P

NAD+
0-phosphog lucona te-dé shyd rogéna se
NADH
RIBULOSE-5-P
s
XYLULOSE-5-P
1 phosphocétolase
GLYCERALDEHYDE-)-P ACETYL-P
NADL. j-Pi const. |
NADH~ pi
1, )-DIPHOSPHOGLYCERATE ACETYL-CoA
ADP~ . . 2
NADH:t: CoA dépendante aldéhyde déshydrogénase
ATP1 NAD CoASH
) - PHOSPHOGLYCERATE ACETALDEHYDE
Y NAD: ]
2-PHOSPHOGLYCERATE ! alcool  déshydrogénase
_~ NAD -~
PHOSPHOENOLPYRUVATE ETHANOL
ADP---I
ATP1
PYRUVATE
NADH---J
NAD+-1
LACTATE
fig. 2
Catabolisme du lactose chez les Leuconostocs (voie hétérofermentaire  ou voie

LE LAIT / JUILLET-AOUT 1983/ N° 629-630

LACTI E

milieu

(c ytop Le sme )
LACTOSE-P
GLJCOSE
ATP~

ADP-1

GLUCOSE-6-P

NAD+~

glucose-  6- P-dé shyd rogénase

NADH

6- PHOSPHOGLUGONATE

hexose monophosphate HMP ou voie des pentoses phosphate) (d'apres COGANI980).

Lactose catabolism in Leuconostoc

COGAN80).

(heteroiermentative ~ pathway) (adapted [rom



L'état des connaissances en.matieére de pufrition des bactéries lactiques 279

~-mercapto-éthanol indiquant certainement une stabilisation de formes
multimériques.

D'autre part, chez certaines souches de S. lactis, comme S. lactis
ATCC 7962 (Farrow et Garvie, 1979)), le lactose peut étre transporté
sous forme libre puis hydrolysé par une ~-galactosidase et étre alors
phosphorylé (Citti et al., 1965). Certaines propriétés de cette enzyme
ont été déterminées par Mc Feters et al. (1969). Dans le tampon phos-
phate a pH 7,0, I'enzyme est instable et se dissocie en deux formes
séparables sur Sephadex G 200. Le sulfate d'ammonium 0,85 M sta-
bilise les extraits enzymatiques. L'activité optimale est obtenue a
375°C et a pH 7,05. Il faut cependant remarquer que la souche
S. lactis ATCC 7962 est une souche atypique de cette espece et qu'elle
met en ceuvre un systeme de transport du lactose, lui aussi atypique
chez les streptocoques du groupe N.

La pyruvate kinase de S. lactis MU a été décrite par Collins
et Thomas (1974). Son activité est optimum a pH 6,9-7,5et elle est
inhibée par le phosphate inorganique et les ions sulfate et, dans cer-
taines conditions, par l'adénosine S'-triphosphate (ATP). Son activité
est maximum dans les cellules en croissance exponentielle.

La présence d'autres enzymes glycolytiques a été montrée chez
S. lactis : aldolase et glycéraldéhyde-3-phosphate  déshydrogénase
(Thomas et al., 1974) ; galactokinase, uridine diphosphate glucose
épimérase, hexokinase, aldolase, lactate-déshydrogénase (Vakil et
Shahani, 1969) ; glucose-6-phosphate-déshydrogénase,  6-phosphoglu-
conique-déshydrogénase  (Vakil et Shahani, 1970). Chez S. thermo-
philus, Hemme et al. (19804a) ont étudié la variation selon les souches,
le pH du milieu (donc la phase de croissance), la température d'in-
cubation et la source glucidique, de l'équipement en hexokinase, en
aldolase, en 3-phosphoglycéraldéhyde déshydrogénase, en pyruvate
kinase et en lactate-déshydrogénase.

Les bactéries homofermentaires utilisant la voie EMP dans la
derniére étape de la glycolyse, convertissent le pyruvate en lactate
et régénerent ainsi de la nicotinamide adénine dinucléotide (NAD)
a partir de la nicotinamide adénine dinucléotide réduite (NADH)
formée auparavant. C'est précisément cette étape clef qui permet au
cycle de fonctionner. Toutes les bactéries lactiques posseédent donc
une lactate-déshydrogénase (Garvie, 1980).

Les lactate-déshydrogénases bactériennes (LDH) ont été tres étu-
diées (revue de Garvie, 1980). Chez les streptocoques lactiques, les
recherches ont surtout porté (Jago et al., 1971 ; Dynon et al, 1972 ;
Thomas, 1975 ; Thomas et al., 1980) sur S. cremoris. Toutes les sou-
ches de streptocoques du groupe N étudiées par Anders et al. (1970)
possedent a la fois des lactate-déshydrogénases NAD- dépendantes
ou NAD- indépendantes. Les enzymes NAD- dépendantes sont spéci-
fiques pour l'isomére L(+) de l'acide lactique. Elles sont fortement
activées par le fructose-1,6-diphosphate (FDP). Le phosphate apparait
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inhiber cette activation. Des propriétés semblables ont été trouvées
chez la souche S. cremoris US3 par Jonas et al. (1972) aprés purifi-
cation partielle d'une L(7+)-lactate déshydrogénase NAD- dépendante.
Le FDP est essentiel pour la réduction catalytique du pyruvate de
pH 5 a 7. Les enzymes NAD- indépendantes (Anders et al., 1970) ne
sont pas activées par le fructose 1,6 diphosphate. Certaines sont
spécifiques pour l'isomére L(+) de l'acide lactique et d'autres pour
Iisomére D(-). De méme chez S. lactis 760, Mou et al. (1972) ont
séparé et purifié deux activités déshydrogénases NAD- dépendantes
spécifiques des formes L(+) ou D(-) de l'acide lactique. Ces enzymes
different par leur pH optimum (8,5 pour la D-LDH contre 5 a 7 pour
la L-LDH), leur stabilit¢ thermique et enfin le pH et la température
auxquels chaque enzyme est formée. La présence d'une racémase de
l'acide lactique n'était pas détectée par les méthodes utilisées. Chez
S. thermophilus  (Garvie, 1978 ; Hemme et al., 1981 a), l'activité lactate-
déshydrogénase est indépendante du fructose 1,6-diphosphate mais
elle est activée par les ions phosphates. Les ions Mn« + inhibent par-
tiellement cette activité mais I'ADP, I'ATP, le 6-P-gluconate, Il'oxamate
et le NAD sont les inhibiteurs les plus forts de l'activitt LDH (dans
le sens de la réduction du pyruvate en lactate). L'activitt LDH de
cette espéce est constante dans une large zone de pH (4,7 & 7,5) mais
chute rapidement et devient quasi nulle a pH 4,6 (Hemmeet al., 1981a).

111.3.3. VOIE DU D-TAGATOSE

Des enzymes de la voie du D-tagatose-6-phosphate ont été mises
en évidence chez S. lactis par Bissett et Anderson (1974), chez S.
lactis et S. cremoris par Thomas et al. (1980). Les enzymes permet-
tant la transformation du galactose-6-phosphate en triose phosphates
(par la formation intermédiaire de D-tagatose 6-phosphate et D-taga-
tose 1,6-diphosphate (TDP) sont la D-galactose ©-phosphate isomérase,
la D-tagatose 0-phosphate kinase et la TDP-aldolase. Deux D-cétohexose
1,6-diphosphate aldolases sont présentes chez S. cremoris E8 et chez
S. lactis CIO. Une aldolase qui est induite par la croissance sur
lactose ou galactose est active sur le tagatose 1,6-diphosphate et le
fructose 1,6-diphosphate (FDP). Cette enzyme, dénommée TDP-aldo-
lase, a les propriétés typiques d'une aldolase de classe 1 car elle est
insensible a I'EDTA et subit une inactivation par le borohydrure de
sodium dépendante du substrat. L'autre aldolase a les propriétés
caractéristiques  d'une aldolase de la classe Il. Elle montre une acti-
vité avec le FDP mais pas avec le TDP (Crow et Thomas, 1982).

111.3.4. VOIE DE LELOIR

Les activités de la voie de Leloir ont été décrites chez les strep-
tocoques du groupe N par Bissett et Anderson (1974), Lee et al. (1973),
en particulier chez S. lactis par Cords et Mc Kay (1974) et Vakil et
Shahani (1969) et chez S. lactis et S. cremoris par Thomas et al. (1980).
La voie métabolique est représentée figure 1.
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111.3.S. VOIESDESPENTOSES--PHOSPHATES

Les enzymes de la voie des pentoses-phosphates sont présentes
chez ces organismes (Oram et Reiter, 1966 ; Demko et al.,, 1972)
mais leurs activités spécifiques sont relativement basses (Law, 1982).
Ces enzymes effectuant la conversion du glucose 6-phosphate en
ribose-S-phosphate fourniraient des pentoses lors de la synthese des
nucléotides ou du NADPH exigé lors de la synthese des acides gras.
Elles n'interviennent que peu dans le métabolisme énergétique
(Lawrence et al., 1976 ; Law et Sharpe, 1978).

111.3.6. REGULATIONU METABOLISMIE UTILISATIOSEQUENTIELLE
DESSUCRES

Le métabolisme des sucres est soumis a une régulation par des
mécanismes de répression et de rétroinhibition. La répression agit
sur la synthése des enzymes alors que la rétroinhibition diminue les
activités enzymatiques. Lawrence et al. (1976) et Cogan (1980) appel-
lent régulation « grossiere» celle qui intervient au niveau de la syn-
thése des enzymes et régulation « fine» celle qui contréle [l'activité
enzymatique. Cogan (1980) décrit comme suit ces mécanismes géné-
raux. « Les genes structuraux qui codent la synthese des enzymes
inductibles sont normalement inactifs ou réprimés. En présence d'un
inducteur, il y a dé-répression parce que l'inducteur réagit avec le
répresseur de facon a réduire Il'affinité de celui-ci pour une séquence
déterminée de I'ADN (l'opérateur) de facon a permettre la transcrip-
tion et la traduction des génes structuraux qui aboutit a la synthése
des enzymes correspondantes. Par contre, dans le cas de la rétro-
inhibition, I'activité d'une enzyme précoce d'une voie métabolique
est inhibée par I'un des métabolites terminaux de cette voie. Ce méca-
nisme joue probablement un rdéle plus important que la régulation
grossiere dans le métabolisme des cellules en phase de croissance,
puisque l'enzyme complémentaire soumise a la régulation, est déja
présente dans de telles cellules » Une fonction de régulation a été
attribuée a la pyruvate-kinase des streptocoques lactiqgues (Thomas,
1976 a) en raison des propriétés de liaisons coopératives de son
substrat, le phosphoénol-pyruvate (PEP), et de l'activation allostérique
par le fructose di-phosphate (Collins et Thomas, 1974) ou d'autres
intermédiaires  glycolytiques (Thomas, 1976b). Le contr6le de l'activité
de la pyruvate-kinase peut réguler la concentration du PEP intracel-
lulaire et par conséquent permettre un couplage entre le transport du
lactose (par le systéme phosphotransférase dépendant du PEP) et
I'nydrolyse de celui-ci (fig. 3) (Thomas, 1976 a). Dans des expériences
de carence glucidique chez S. lactis, Thompson et Thomas (1977)
montrent que les teneurs en 3-phosphoglycérate, 2-phosphoglycérate
(2-PG) et PEP augmentent d'une facon notable alors que les autres
intermédiaires de la glycolyse diminuent. La capacité des cellules a
retenir un « pool » intracellulaire de PEP et de 2-P-G leur confére un
pouvoir de survie en leur permettant d'obtenir la quantité nécessaire
d'ATP (Thompson et Thomas, 1977).
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Régulation du catabolisme du lactose chez les streptocoques du groupe N
(d'aprés THomAs, 1976).

Regulation of lactose catabolism in group N streptococci (adapted from THOMAS,
1976).
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Une régulation allostérique agit aussi sur la lactate-déshydro-
génase dont l'activité dépend du pH et de la présence du fructose
di-phosphate ou du tagatose di-phosphate (Thomas, 1976 a). La régu-
lation de cette enzyme fait que, au cours de la croissance exponentielle,
les concentrations en pyruvate restent basses, et cela évite le déclen-
chement des autres étapes métaboliques dérivant du pyruvate (fermen-
tation hétérolactique). La fermentation est donc de type homolactique.
Dans ce cas, du lactate est formé par la réaction terminale. La gluco-
lyse peut se poursuivre puisque le coenzyme réduit NADH est réoxydé
en NAD+. Celui-ci peut donc étre a nouveau mis a contribution dans
la chaine glycolytiqgue (Cogan, 1980).

En présence de différents sucres, la bactérie va les cataboliser
successivement dans un certain ordre. Ce « métabolisme séquentiel »
des sucres a été étudié par Thompson et al. (1978). Dans le cas de
cellules de S. lactis ML3 adaptées a une croissance sur galactose puis
mises dans un milieu contenant un mélange glucose-galactose-lactose,
il a été observé que la croissance de ces cellules était caractérisée
initialement par le métabolisme simultané du glucose et du lactose.
Le galactose n'était pas utilisé de fagon significative jusqu'a ce que
les autres' sucres présents soient épuisés. L'addition de glucose ou
de lactose a une culture de S. lactis ML3 en croissance exponentielle
sur galactose entraine une inhibition immédiate de l'utilisation de ce
dernier et une augmentation du taux de croissance concomitante au
métabolisme préférentiel du sucre ajouté. Un fait analogue avait déja
été mis en évidence par Bissett et Anderson (1974) lorsqu'ils avaient
montré que le glucose réduisait fortement l'activité spécifique des
enzymes des voies de Leloir et du tagatose-6-phophate.

Les cellules non proliférantes de S. lactis ML3 obtenues sur
galactose (Thompson et al., 1978) métabolisent les trois sucres a des
taux identiques. Cependant, les cellules suspendues dans un tampon
contenant un mélange de glucose plus galactose ou un mélange de
lactose plus galactose consomment encore préférentiellement le glu-
cose ou le lactose. Le taux du métabolisme du galactose est réduit
de 95 % en présence du sucre inhibiteur, mais le taux maximum du
métabolisme du galactose est retrouvé aprés épuisement du glucose
ou du lactose. Thompson et al. (1978) considérent que le contréle fin
des activités des systémes enzymatiques pré-existants, par inhibition
catabolique, est une explication satisfaisante rendant compte de l'uti-
lisation séquentielle des sucres. Ainsi, la croissance de différentes
souches de streptocoques du groupe N sur galactose entraine une
transformation de ce sucre en lactate, a raison seulement de 34 a
74% du sucre présent (Thomas, 1976 a). Enfin, dans une étude
récente, Thomas et al. (1980) ont étudié la régulation du métabolisme
du galactose chez S. lactis et S. cremoris. Tous les streptocoques
lactiques, a I'exception de la souche S. lactis MLS8, fermentent le
galactose en lactate, formate, acétate et éthanol. Les niveaux intra-
cellulaires du fructose-1,6-diphosphate (FDP), activateur de la lactate-
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élevés de FDP et de triose phosphates. Les taux de croissance de
toutes les souches de S. cremoris examinées diminuent fortement pour
des concentrations de galactose inférieures a 30 mM. Cet effet semble
étre corrélé avec, d'une part les cinétigues du phénoméne de prise
(uptake)  s'effectuant par un systeme galactose-phospho-transférase
de basse affinité, et avec, d'autre part, les étapes du métabolisme ini-
tial s'effectuant par la voie du D-tagatose-6-phosphate. Au contraire,
avec 4 des 5 souches de S. lactis examinées, la prise de galactose et
le métabolisme initial impliquent plutdt une galactose perméase de
haute affinité et la voie de Leloir. Pour ces souches, le flux de galac-
tose transitant par les différentes voies est régulé par la concentra-
tion exogene en galactose (fig. 4) (Thomas et al., 1980).

Chez S. thermophilus, la régulation du métabolisme des sucres
a été étudiée par Hemme et al. (19804a). Le pH est un facteur prépon-
dérant de régulation car il module en particulier l'activité de I'hexo-
kinase. S. therrnophilus,  contrairement a certaines souches de strep-
tocoques mésophiles (Mc Kay et al, 1971 ; Gilliland et al., 1972),
cultive mieux lorsque le milieu contient du lactose que lorsqu'il
contient du glucose et du galactose. Donc, il n'y aurait pas chez
S. thermophilus, d'inhibition catabolique au profit de la source de
carbone la plus accessible (Hemme et al.,, 1980 a).

111.3.7. PROBLEMES GENETIQUES DU METABOLISME DU LACTOSE

Les streptocoques du groupe N produisent spontanément des
mutants qui sont incapables d'utiliser le lactose alors que leur crois-
sance est normale sur glucose (Law, 1982). On a montré qu'ils ne
possédaient ni les deux protéines composant le systeme PEP-lactose-
phospho-transférase ni la phospho-6-galactosidase @ (Mc Kay et al.,
1970; Cords et Mc Kay, 1974),protéines enzymatiques qui peuvent étre
codées sur un plasmide a ADN (Efstathiou et Mc Kay, 1976 ; Anderson
and Mc Kay, 1977). Les probléemes génétiques du métabolisme du
lactose chez les bactéries lactiques ont été passés en revue, dans une
étude récente, par Davies et Gasson (1981). Trois plasmides sont
associés a des étapes semblables du métabolisme du lactose, bien
gu'aucune région dhomologie évidente ne puisse étre détectée. En
dehors des streptocoques du groupe N, des genes du métabolisme du
lactose ont été associés a des plasmides chez L. helveticus  subsp
jugurti  (Smiley et Fryder, 1978), L. casei (Hofer, 1977), L. casei subsp
casei (Chassy et al., 1978).

IV.  UTILISATION DU PYRUVATE ET DU CITRATE

Dans certaines conditions, le pyruvate peut étre a l'origine de
produits autres que le lactate, citons en particulier I'acide acéti-
que, l'acétaldéhyde, I'éthanol, I'acétoine, le diacétyle et le butane-
2,3-diol (Colins, 1972 ; Lees et Jago, 1976.; Broome et al., 1980). Si le
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pyruvate résulte de la glycolyse, comme nous l'avons vu précédem-
ment, il peut aussi provenir de la dégradation de différents acides
aminés et des citrates. D'autre part, la production de diacétyle a
partir des citrates est une propriété d'une des especes de strepto-
coques du groupe N, 5. lactis subsp diacetylactis, et de plusieurs espe-
ces de Leuconostoc (Kempler et Mc Kay, 1981).

IV.1. Utilisation du pyruvate

Alors que la formation de l'acide lactique a partir du pyruvate
n'implique qu'une seule enzyme (la lactate-déshydrogénase), la pro-
duction des composés cités précédemment met en jeu un ensemble
d'enzymes: le systeme pyruvate déshydrogénase (Broome et al., 1980).
Ce systeme avait été pressenti en étudiant l'influence des acides gras
sur le métabolisme du pyruvate par les streptocoques lactiques (5.
cremoris et 5. lactis) (Anders et Jago, 1970). En absence d'acide
oléique, le pyruvate était utilisé au maximum a pH 4,5 avec formation
d'acétate, d'acétoine, de diacétyle et de COz. En présence d'acide
oléique, [l'utilisation du pyruvate était maximale a pH 65, et les
seuls produits formés étaient I'acétoine, le diacétyle et le COz. Cet
effet de l'acide oléique résulterait soit d'une altération de la perméa-
bilit¢ de la membrane cellulaire incapable alors de réguler son pH
intracellulaire  indépendamment du pH extracellulaire (effet observé
par Coles et Lichstein en 1963, chez Lactobacillus arabinosus), soit de
I'inhibition spécifique d'une enzyme impliquée dans la formation de
l'acétate (Anders et Jago, 1970). De plus, ces auteurs ont montré que
la voie menant a l'acétate doit étre saturée avant que des quantités
significatives d'acétoine et de diacétyle soient formées a partir du
pyruvate. Les différentes étapes du métabolisme du pyruvate chez
les streptocoques du groupe N ont été précisées par Thomas et al.
en 1979 (cf fig. 5). La pyruvate-décarboxylase catalyse la décarboxyla-
tion initiale du pyruvate pour former un complexe actif acétaldéhyde-
TPP (2, hydroxyéthylthiamine pyrophosphate).  Celui-ci réagit alors
avec l'acide lipoique lié de facon covalente a la deuxiéme enzyme du
systeme : la lipoate acétyltransférase. Celle-ci catalyse le transfert
d'un groupe acétyle du complexe acétaldéhyde-TPP au co-enzyme A.
Ensuite intervient la lipoyle-déshydrogénase, flavoprotéine catalysant
I'oxydation du résidu dihydrolipoyle sur la lipoate acétyle transférase
avec réduction concomitante du NADH (Broome et al, 1980). Chez
5. lactis CIO, ces études sont rendues difficiles par [I'instabilité des
enzymes du systtme qui semblent liées a la membrane plasmique
par des liaisons labiles. Ces auteurs indiquent que le systeme pyruvate-
déshydrogénase de 5. faecalis est plutdét proche de celui des mamiféres,
alors que celui de 5. lactis se rapprocherait de celui d'Escherichia coli.

En l'absence d'un mécanisme de transport actif, le pyruvate pas-
serait plus facilement dans les cellules de 5. lactis CIO a pH 55
qu'a pH 6,5. La prise d'oxygene et la formation d'acétate sont constan-
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Utilisation du pyruvate chez les streptocoques du groupe N (voie partielle, se
compléte avec la figure 6) ; (selon THomas et al., 1979).
TPP = thiamine pyrophosphate.

Pyruvate utilization in group N streptococci (adapted tram THomAs et al., 1979).

tes entre pH 6,5 et 5,5 en dépit de l'augmentation de la quantité de
pyruvate utilisée aux pH les plus bas. Deux micro-moles d'acétate sont
approximativement formées par micro-mole d'oxygene utilisée. Apres
saturation de la voie conduisant a l'acétate, les quantités d'acétoine
et de diacétyle formées augmentent lorsque le pH diminue. A des pH
extérieurs inférieurs a 5,5 la production dacétate semble inhibée
tandis que la formation d'acétoine et de diacétyle n'est inhibée
gu'aux valeurs de pH inférieurs a 4,5 (Broome et al.,, 1980). Enfin,
ces auteurs notent que la formation d'une mole d'acétate par les
streptocoques du groupe N implique I'oxydation d'une mole de pyru-
vate et la production d'une mole de C02, tandis que la formation

d'une mole dacétoine ou de diacétyle requiert 2 moles de pyruvate
et le dégagement de 2 moles de CO2» Comme les enzymes aldhéhyde
déshydrogénase, phosphotransacétylase et acétate Kkinase sont pré-
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sentes chez les streptocoques du groupe N, ces organismes sont
capables de réduire l'acétyle co-enzyme A en acétaldéhyde. Ils contien-
nent aussi une alcool déshydrogénase NAD- dépendante qui réduit
l'acétaldéhyde en éthanol. Chez Leuconostoc cremoris, on trouve aussi
une alcool-déshydrogénase = NAD- et NADP- dépendante (Lees et
Jago, 1976).

Contrairement aux streptocoques du groupe N, les cellules non
proliférantes de S. thermophilus utiliseraient mieux le pyruvate a pH 7
qu'aux pH inférieurs. D'autre part, il n'y a pas, dans cette espéce,
un rapport stoechiométrique 1:1 entre la quantité de pyruvate utilisée
et la quantité de CO: libérée. La réaction globale impliquée serait du
type : 2 pyruvate ~ o-acétolactate + CO.- acétoine + CO. S. ther-
mophilus  produirait plutdt peu d'acétoine et accumulerait |'c-acéto-
lactate (Tinson et al.,, 1982 b). Ces auteurs ont aussi montré que,
contrairement aux streptocoques du groupe N, S. thermophilus pro-
duit trés peu d'acétate a partir du pyruvate.

IV.2. Utilisation des citrates

On s'accorde généralement a penser que les bactéries lactiques
produisent du diacétyle et de l'acétoine pour éviter des concentrations
trop élevées de pyruvate qui serait toxique (Collins, 1972).Or le pyru-
vate peut résulter de l'utilisation des citrates en présence d'une
source d'énergie comme le lactose (Kemp ler et Mc Kay, 1981). Les
concentrations élevées en pyruvate dépendent de la capacité de la
bactérie a transporter le citrate dans la cellule puis a convertir celui-ci
en pyruvate. Les voies du métabolisme du citrate ont été mises en
évidence par Collins et ses collaborateurs aux Etats-Unis (voir en
particulier les revues de Collins, 1972et de Kempler et Mc Kay, 1981)
et précisées récemment par Cogan (1981), Cogan et al. (1981) et
Mellerick et Cogan (1981) (cf. fig. 6).

La premiére enzyme induite dans le métabolisme du citrate est
la citrate perméase impliquée dans le transport de celui-ci vers l'in-
térieur de la cellule. Elle est fonctionnelle aux pH inférieurs a 6 ; son
pH optimum étant 5 (Harvey et Collins, 1962). Une fois a l'intérieur
de la cellule, le citrate est scindé en acétate et en oxaloacétate par la
citrate-lyase (encore appelée citritase). Chez S. lactis subsp diace-
tylactis, cette enzyme est constitutive (Harvey et Collins, 1961 ; Cogan,
1981). Elle a été purifiée (Harvey et Collins, 1963 ; Singh et Srere,
1975 ; Kimmel et al.,, 1975). Son pH optimum est compris entre 7,4
et 7,6. La forme finale de la préparation purifiée de S. diacetylactis
(Kimmel et al., 1975) contenait aussi une acétate : HS-citrate lyase
-ligase (qui est une enzyme acétylante convertissant la HS-citrate
lyase inactive en une acétyle-S-citrate lyase active). Cette enzyme était
aussi présente dans la préparation de citrate lyase partiellement
purifiée obtenue & partir de Leuc. citrovorum (KUimmel et al.,, 1975).
Chez Leuc. lactis, la citrate-lyase est, a la différence de celle obtenue
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lorsque les ions Mg"+ et Mn++ et de la thiamine pyrophosphate
(TPP) étaient présents (fig. 6). Les autres enzymes (acétolactate-
synthase, diacétyle-réductase, acétoine-réductase) sont constitutives
chez S. lactis subsp diacetylactis (Cogan, 1981) ou partiellement indue-
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fig. 6
Catabolisme du citrate par Streptococcus lactis subsp. diacetylactis  (d'aprés
COGAN, 1981; KEMPLE!I. et McKkAy, 1981).
TPP = thiamine pyrophosphate.
Citrate catabolism in Streptococcus lactis subsp, diacetylactis (adapted [rom

COGAN, 1981.. kEmpLER and Mcmy, 1981).
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tibles (acétolactate-synthase) chez Leuc. lactis et d'autres bactéries
lactiques hétérofermentaires  (Mellerick et Cogan, 1981). Le co-enzyme
A est le co-enzyme indispensable et il a été montré effectivement que
de l'acétyl-co-enzyme A-p4C était incorporé dans le diacétyle (Kempler
et Mc Kay, 1981). La répression de la formation de la diacétyle
réductase et de l'acétoine réductase en présence de citrate peut
expliquer pourquoi l'acétoine s'accumule dans les cultures contenant
des citrates. La régulation des quantités de NADH disponible indis-
pensable pour ces enzymes intervient aussi pour moduler la formation
du diacétyle et de l'acétoine (Cogan, 1981).

En 1979, Kempler et Mc Kay ont démontré que le métabolisme
du citrate est lié & un plasmide chez les streptocoques lactiques uti-
lisant ce composé. Les souches S. lactis subsp diacetylactis 18-16 et
DRC1 contiennent 6 familles distinctes de plasmides. Apres traite-
ment a l'acridine orange, on peut obtenir respectivement 2 % et 0,5%
de souches appartenant a un phénotype citrate-négatif (Cit). Ces
mutants ont aussi perdu un plasmide de 5,5Mdal. lls ont en fait perdu
la faculté de transporter le citrate mais possédent encore l'activité
citritase. D'autre part, il existe des variants spontanés citrate négatif
(souches WM4 11007 et DRC3) qui, eux non plus, ne possédent pas
le plasmide 5,5 Mdal (Kemp ler et Mc Kay, 1981). Enfin, parmi les 11
souches de S. lactis subsp diacetylactis étudiées par Chopin et
Langella (1982), 10 possédaient un plasmide de 5,4 Mdaltons proba-
blement identique au plasmide de 5,5 Mdaltons qui code pour la pro-
duction d'une citrate perméase.

V. NUTRITION AZOTEE

V.1. Exigences en acides aminés.
Utilisation des acides aminés libres

Les bactéries lactiques exigent la fourniture exogéne d'acides
aminés (Reiter et Oram, 1962) pour leur croissance car elles sont,
pour la plupart, incapables d'en effectuer la synthése a partir d'une
source azotée plus simple. Law et al. (1976) précisent que, dans un
milieu « synthétique ", les streptocoques du groupe N ont générale-
ment besoin au moins de leucine, d'isoleucine, de valine, de méthio-
nine, d'arginine, d'histidine, d'acide glutamique et, pour certaines
souches, de phénylalanine, de proline et de cystine. Dans le lait, les
concentrations en acides aminés libres sont trop faibles pour per-
mettre aux levains lactiques de croitre abondamment (Mills et
Thomas, 1981 ; Thomas et Mills, 1981 ; Lawrence et al.,, 1976). Qui
plus est, un des acides aminés essentiels (la méthionine) est absent
sous forme libre dans le lait (Thomas et Mills, 1981). En utilisant des
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acides aminés marqués avec le 14CMills et Thomas (1981) ont effec-
tivement montré que, pour S. cremoris AM, et Es, ceux-ci étaient la
source azotée la plus accessible dans le lait mais que le pool d'acides
aminés libres constituait une source d'azote tout juste suffisante
pour assurer la croissance a des basses densités cellulaires. Le systéme
transportant  la leucine et la glycine chez S. lactis, présente les pro-
priétés d'un systtme perméase tel qu'il a été défini par Cohen et
Monod (1957) puisque le transport de ces acides aminés exige une
source d'énergie, dépend de la température, et peut étre saturé. Le
rapport entre la concentration interne et la concentration externe
en glycine peut étre de 30 et en leucine de 20 (Rice et al., 1978). Le
fait que la glycine n'inhibe pas la prise de leucine suggére que ces
deux acides aminés sont transportés par des systemes différents. Il
a été aussi montré que les acides aminés extracellulaires peuvent
s'échanger avec le « pool » intracellulaire chez S. lactis (Rice et al.,
1978). La réaction d'échange impliquant la glycine dépend de la pré-
sence de glucose. Cela avait été déja décrit chez L. casei (Leach et
Snell, 1960). Ce phénomeéne d'échange semble é&tre un processus par
lequel les acides aminés intracellulaires non essentiels peuvent étre
échangés contre des acides aminés extracellulaires essentiels (Rice
et al.,, 1978). Chez S. thermophilus, les exigences en acides aminés
pourraient étre partiellement dépendantes de la présence du calcium
dans le milieu (Reiter et Moller-Madsen, 1963). Elles portent essentiel-
lement sur l'acide glutamique, [I'histidine, la cystine, la méthionine,
la valine, la leucine, le tryptophane ou la tyrosine. Si les besoins en
acide glutamique et en histidine sont les pus importants quelles
que soient les conditions de culture, il ne semble pas en étre de
méme pour les autres acides aminés (cf. la revue d'Accolas et al.,
1980). En fait, I'addition d'un seul acide aminé au lait a souvent peu
d'effet tandis que les mélanges sont beaucoup plus efficaces (Accolas
et al.,, 1971 ; Desmazeaud et Hermier, 1972 ,; 1973) certains pouvant
méme étre inhibiteurs (Desmazeaud et Hermier, 1973). Ainsi la valine
n'est-elle indispensable qu'en présence d'isoleucine, la tyrosine qu'en
présence d'un petit nombre d'acides aminés dans le milieu (Bracquart
et Lorient, 1977 ; 1979 ; Bracquart et al., 1978). Les interférences
entre acides aminés génent considérablement [linterprétation  des
résultats (Payne et Tuffnel, 1980). Le transport des acides aminés
a chaine latérale branchée est un transport actif chez S. thermophilus

(Akpemado et Bracquart, 1983). En effet, il n'a pas lieu sans une
source d'énergie exogéne comme le glucose. D'autre part, les inhibi-
teurs métaboliques de la glycolyse ou de l'utilisation de I'ATP sont
aussi tres actifs. Le transport est optimal entre 30 et 45° C et a
pH 7,0 pour les trois acides aminés (leucine, valine et iso-leucine). Un
second pic existe a pH 5,0 avec la valine et I'iso-leucine. Les constantes
d'inhibition montrent que les trois acides aminés ~artagent au moins
un systeme commun de transport. Enfin, deux systémes de transport
ont été décrits pour le glutamate et l'aspartate chez S. faecalis
(laccarino et al., 1980), mais pas chez les autres bactéries lactiques.
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V.2. Utilisation des peptides

V.2.I. UTILISATION DE LA FRACTION NON PROTEIQUE DU LAIT
(fraction NPN)

Mills et Thomas (1981) ont montré que la fraction azotée de
bas poids moléculaire du lait est une source importante d'azote pour
les bactéries lactiques. En effet, I'nydrolyse acide de cette fraction
NPN triple la concentration totale en acides aminés. Aprées obtention
de lait marqué au 14C(par injection d'acides aminés 14Ca une vache
laitiere) la fraction NPN-14Cétait caractérisée par sa solubilité dans
l'acide trichloracétique a 12 % (plv) puis la plupart des peptides
gu'elle contenait étaient obtenus aprés chromatographie sur Sephadex
G 15 et utilisés comme source d'azote dans des milieux de culture.
Ces expériences ont montré que la croissance des streptocoques du
groupe N est supportée par des peptides dont le poids moléculaire
est inférieur a 1500 daltons. Ceux-ci contiennent en particulier de
la méthionine, le seul acide aminé essentiel qui soit absent du lait sous
forme libre (Thomas et Mills, 1981).

V.2.2. UTILISATION ET TRANSPORT DES PEPTIDES EXOGENES

La stimulation de la croissance par des peptides est connue
depuis longtemps, en particulier chez Lactobacillus casei pour lequel
une classe particuliere de peptides-facteurs de croissance (strepogenin)
avait été décrite (Sprince et Wooley, 1945 ; Merrifield et Wooley, 1958 ;
Baudet et al., 1960).

Les streptocoques du groupe N sont capables d'utiliser des dipep-
tides pour leur croissance mais cette capacité varie trés largement
d'une souche a une autre, en particulier chez S. cremoris (Law, 1977).
S. lactis utilise aussi les dipeptides mais aucune inhibition compé-
titive entre eux n'est observée, ce qui suggere que chaque dipeptide
est transporté par un « porteur » spécifique ou hydrolysé auparavant
(chaque acide aminé ou famille d'acides aminés étant alors transporté
par des systemes spécifiques) (Anraku, 1980 ; Law, 1977). S. cremoris
possede un systeme de transport spécifique des tripeptides puisque
ceux-ci n'inhibent pas de fagcon compétitive le transport des dipeptides
(Law, 1978). La compétition pour la prise de glycyl-t'Cvleucine, obtenue
en présence de dipeptides contenant différents acides aminés, indique-
rait que chez S. cremoris, il existe un systeme de transport commun
a tous les dipeptides comme c'est le cas chez E. coli (Law, 1978).
La croissance de S. cremoris avec des tri- et des tétrapeptides comme
sources d'acides aminés et la compétition entre ces peptides, indiquent
gue cet organisme a en plus un systeme de transport spécialisé dans
les oligopeptides (Law, 1978). Un tel systéme existe aussi chez S. lactis
(Rice et al., 1978), ces auteurs ayant montré que le transport des
peptides était a la fois énergie-dépendant et température-dépendant.
La production d'acide peut étre désaccouplée de la croissance par



L'étatdesconnaissanceen matiérede nutrition desbactérieslactiques 293

la présence de hautes concentrations salines dans le lait (Turner et
Thomas, 1975). Cette inhibition de la croissance par NaCl serait due
a l'inhibition des systemes transportant les peptides et acides aminés
a travers les enveloppes microbiennes.

De nombreux peptides stimulent la croissance et la production
d'acide lactique de S. thermophilus cultivé dans le lait (Desmazeaud
et Devoyod, 1970 ; Hemme et al., 1981 b). Aprés hydrolyse de la
caséine entiere par une protéase neutre et séparation des peptides en
grandes classes de poids moléculaires par chromatographie, il a été
montré que le groupe de peptides de poids moléculaire 1000-2500
avait le plus grand pouvoir stimulant sur S. thermophilus  souche 160
(Desmazeaud et Hermier, 1972). Aprés isolement et caractérisation de
14 peptides purs stimulants (de poids moléculaire moyen de 1500),
on trouvait une grande variabilitt dans leur composition. Seule la
lysine était l'acide aminé commun a tous ces peptides. Ils fonction-
neraient donc plutdt comme une source générale d'acides aminés
(Desmazeaud et Hermier, 1972). D'autres peptides issus du glucagon
auraient aussi le méme rbéle (Desmazeaud et Hermier, 1973). Par
contre, en utilisant d'autres peptides issus du glucagon ou de synthese,
on a pu montrer que des peptides seraient pour S. thermophilus des
sources préférentielles d'histidine (Desmazeaud et Hermier, 1973) ou
d'acide glutamique, de méthionine et d'histidine (Bracquart et Lorient,
1979). Ainsi, l'effet stimulant global sur la production d'acide dans
le lait obtenu avec un peptide est, chez S. thermophilus, plus bénéfique
a la cellule que celui observé avec l'acide aminé fourni seul. Un cas
analogue a été mis en évidence chez une souche de Lactobacillus
delbrueckii, qui était incapable de concentrer [I'histidine libre par
suite de l'absence d'un systéme transporteur de l'acide aminé (Peters
et al., 1953).

La « taille » supérieure limite pour le transport d'un peptide a
travers les membranes chez les streptocoques du groupe N semble
étre de 5 a 6 résidus (Law et al.,, 1976 ; Law, 1978 ; Rice et al., 1978),
ce qui implique que des peptides de la fraction NPN doivent étre
hydrolysés avant transport et leur utilisation intracellulaire pour la
synthése protéique (Mills et Thomas, 1981). Chez S. thermophilus,
ce seuil existe aussi puisque l'action stimulante de peptides issus
du glucagon diminue lorsque le nombre de résidus d'acides aminés
passe de 5 a 12 ; certains dipeptides et tripeptides peuvent méme
exercer un effet inhibiteur (Desmazeaud et Hermier, 1973).

Enfin, chez les streptocoques du groupe N, l'utilisation des tri
et des dipeptides exige que le groupement NIf-terminal du peptide
soit libre c'est-a-dire non substitué. Par contre, le groupement COOH-
terminal peut étre substitué. D'autre part, il a été montré que
S. cremoris ne peut pas transporter les peptides contenant un acide
aminé de forme D puisque la D-Leucyl- Glycyl-Glycine n'inhibe pas
de facon compétitive la prise de L-Leucyl-Glycyl-Glycine (Law, 1978).
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V.3. Utilisation des protéines du lait

Méme si tous les acides aminés de la fraction NPN étaient utilisés
par la cellule, les concentrations de certains seraient encore trop
faibles pour assurer la croissance des bactéries lactiques telle qu'on
lI'observe dans du lait. Les niveaux d'arginine et de leucine de la
fraction NPN ne représentent, par exemple, que 34 % et 27 % respec-
tivement des concentrations minimums exigées pour que la croissance
des streptocoques du groupe N atteigne une densité cellulaire suf-
fisante pour provoquer la coagulation du lait (Thomas et Mills, 1981).
L'utilisation des protéines du lait comme source azotée a été claire-
ment démontrée par utilisation de protéines laitieres marquées au 14C
(Mills et Thomas, 1981) dans un milieu a base de poudre de lait
écrémé reconstituée (poudre de type « basse température »). Lorsque
la culture se développe, l'activité spécifique 14Cincorporée dans les
protéines bactériennes augmente aussi lorsqu'on atteint des densités
cellulaires importantes. Cependant, il n'a pas pu étre déterminé quelle
était la protéine du lait la mieux utilisée (Mills et Thomas, 1981).
S. cremoris semblerait méme utiliser toutes les protéines du lait de la
méme maniere. La caséine entiere du lait est importante pour la nutri-
tion azotée des bactéries lactiques, mais elle n'est pas suffisante car,
comme l'indiquent Thomas et Mills (1981), dans les milieux a base
de caséine, il faut toujours ajouter de I'extrait de levure apportant,
entre autres choses, des acides aminés et peptides.

V.4. Mécanismes d'utilisation des peptides et des protéines:
activités protéolytiques des bactéries lactiques

En raison de leur charge et de leur poids moléculaire, comme
nous l'avons vu précédemment, les oligopeptides et, a plus forte
raison, les protéines, ne peuvent traverser les enveloppes microbiennes,
en particulier la membrane cytoplasmique. Donc pour étre utilisés, ils
doivent étre au préalable hydrolysés par des systemes protéolytiques
soit extracellulaires, soit liés aux enveloppes. D'autre part, les plus
courts peptides qui, eux, ont été transportés dans la cellule, doivent
étre hydrolysés en leurs acides aminés constitutifs par les enzymes
protéolytiques intracellulaires (Law et Sharpe, 1978) (cf. fig. 7).
Des publications ayant déja passé en revue les équipements protéo-
lytiques des bactéries lactiques (Lawrence et al., 1976 ; Castberg et
Morris, 1976 ; Schmidt et al., 1976 ; Thomas et Mills, 1981), nous ne
nous attacherons qu'a développer les données les plus récentes inté-
ressant la spécificité d'action, la localisation cellulaire et les aspects
génétiques.

VA.l. TYPE nENZYMES PROTEOLYTIQUES TROUVEES CHEZ LES BACTERIES
LACTIQUES ET LEUR LOCALISATION CELLULAIRE
V.4.1.1. Probléemes méthodologiques

La localisation cellulaire précise des enzymes protéolytiques chez
les bactéries lactiques est rendue difficile en raison de la résistance au
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lysozyme d'un certain nombre d'espéces et de la difficulté d'obte-
nir des surnageants qui, aprés formation des protoplastes, ne soient
pas contaminées par des marqueurs protéiques intracellulaires tels
que l'aldolase et la lactate-déshydrogénase.  Cependant, des lyses par
le lysozyme ont été obtenues aussi bien chez les streptocoques du
groupe N (Law, 1979) que chez certains lactobacilles thermophiles
tels que L. helveticus (Vescovo et Bottazzi, 1979). Une autre technique
consiste a produire une enzyme lytiqgue associée a un phage, a condi-
tion que la préparation lytique active ne contienne pas d'activité pro-
téolytique parasite. Des localisations précises d'enzymes ont ainsi
pu étre faites chez S. lactis (Thomas et al., 1974) ou chez Lactobacillus
casei (El Soda et al., 1978 a).

Le deuxiéeme probleme méthodologique qui s'est posé, a porté
sur la nature du substrat, en particulier pour les endopeptidases. En
effet, si la caséine entiére est intéressante pour mettre en évidence
des activités protéolytiques globales, les méthodes traditionnelles
dosant les peptides libérés dans l'acide trichloracétique ne sont pas
toujours suffisamment sensibles pour appréhender les activités extra-
cellulaires ou liees aux cellules (Thomas et Mils, 1981). Aussi, le
marquage isotopique des caséines peut-il augmenter considérablement
la sensibilité des méthodes. Quoique utilisé, le marquage a l'iode 125
(Desmazeaud et Jugé, 1976) est moins intéressant que celui avec le
formaldéhyde 14C (Exterkate, 1975). Cependant, des modifications
chimiques, plus ou moins profondes, du substrat, résultant de ces trai-
tements, sont a craindre car elles peuvent entrainer une libération,
dans les filtrats trichloracétiques, de produit radioactif non lié a une
activité protéolytique.

Enfin, les exopeptidases ont été bien caractérisées grace a de nom-
breux substrats synthétigues : acides aminés monosubstitués  (de
type acide aminé-p-nit roanilide ou~-naphtylamide), dipeptides (mono-
substitué ou non), tripeptides, etc. (Desmazeaud et Jugé, 1976).

VA.1.2. Protéinases et peptidases extracellulaires ou liées aux
enveloppes cellulaires

Les streptocoques lactiques du groupe N possedent des pro-
téinases liées aux parois capables de dégrader les protéines (Thomas
et al., 1974 ; Exterkate, 1975 et 1976 b) ; certaines souches de S. cre-
maris posseédent méme trois protéinases, deux d'entre elles étant
de type acide et la troisieme de type neutre (Exterkate, 1976 b).
Cependant, la liaison de certaines de ces enzymes avec la paroi est si
faible qu'elles peuvent étre libérées dans le milieu par exemple en
maintenant les cellules a 25° C en l'absence d'ions Ca++ (Thomas
et Mills, 1981). La libération de ces protéinases augmente avec I'élé-
vation de température (de O & 34° C) et celle du pH (de 55 a 8,7),
I'inactivation apparaissant a 34° C et a pH 8,7. Avec des cellules
suspendues dans du tampon, la libération des protéinases cesse par
addition de chlorure de calcium ou en descendant la température
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a 0°C, ou encore en abaissant le pH a 5,5. Le chlorure de sodium
et le saccharose évitent partiellement cette libération (Mills et Thomas,
1978). Ces faits permettent de penser que c'est la perméabilité de la
paroi qui est modifiée, les ions calcium pouvant é&tre directement
impliqués dans la liaison de la protéinase a la paroi. Dans le lait,
la présence des ions calcium et la diminution du pH au cours de la
croissance des bactéries lactiques sont avantageuses pour les germes
puisqu'elles retiennent les protéinases et, ce faisant, permettent que
les produits de la protéolyse soient libérés au niveau des cellules
et tout de suite transportés a l'intérieur de celles-ci ou directement
transformés en acides aminés libres par les exopeptidases liées aux
enveloppes cellulaires (Mills et Thomas, 1978). Lactobacillus bulga-
ricus possede une protéinase liée fortement aux enveloppes, dont
la localisation précise n'a pas été effectuée. Les conditions optimales
de son activité sont 45-50°C et pH 5,2-5,8. Elle est inhibée par les
agents chélateurs (Argyle et al., 1976). Cette enzyme est surtout active
sur la caséine 3 et son activité sur les protéines du sérum est faible
(Chandan et al., 1982).

Des exopeptidases pourraient étre extracellulaires  puisqu'une
dipeptidase a été retrouvée dans des surnageants de culture de
S. lactis et de S. cremoris. Ces activités étaient inhibées par les chéla-
teurs (EDTA) et réactivées par les ions Co"", Mn'" et Znt+, Les
poids moléculaires de ces enzymes étaient respectivement de 25000
et 28000 (Law, 1979).

Cependant, ce sont les exopeptidases liées aux enveloppes qui
ont été le plus souvent mises en évidence. En effet, S. cremoris, qui
utilise les peptides, possede une dipeptidase qui est sensible au
mercapto-éthanol, activée par les ions Mg'" et qui peut étre libérée
par le lysozyme. S. lactis posséderait aussi une dipeptidase et une
tripeptidase liées aux parois cellulaires (Law, 1979). Ces peptidases
seraient sensibles a 'EDTA et au mercapto-éthanol et seraient réacti-
vées par les ions Mgtt. Par contre, chez S. cremoris HP, I'amino-
peptidase et la proline-iminopeptidase = ne sont pas libérées par le
lysozyme (Exterkate, 1975). Elles restent associées a une fraction
particulaire de la membrane. D'autre part, cette souche possede aussi
une pyrrolidone-carboxylpeptidase = membranaire (Exterkate, 1977) lui
permettant  d'utiliser éventuellement les peptides dont le résidu NH2-
terminal présente cette structure (c'est le cas du résidu NH.-terminal
de la caséine kappa, Mercier et al., 1973). En étudiant I'effet de sol-
vants tels que le n-butanol, Exterkate (1977)a montré que Il'état phy-
sique et l'organisation des composants lipidiques de la membrane
déterminaient Il'efficacité catalytique de l'enzyme. Les changements
induits par la température dépendaient de la phase de croissance a
laquelle les cellules étaient récoltées. Enfin, il semblerait que chez
S. cremoris HP, la pyrrolidone carboxylylpeptidase soit localisée (avec
la protéase active a 50° C dite P 50) a l'intérieur de la membrane et
liée fortement aux lipides (constituant ainsi une entité fonctionnelle
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lipoprotéique) alors que l'aminopeptidase, la proline-imino-peptidase

et la protéase active a 37°C, dite P 37, ne seraient pas localisées a
l'intérieur de la membrane (Exterkate, 1979 et 1981). Ainsi, ces dif-
férentes enzymes protéolytiques agiraient de fagon synergique en
occupant des positions variées, la dégradation des peptides se faisant
non seulement avant la traversée de la couche lipidique de la mem-
brane, mais aussi au cours de ce transport. Ceci est en accord avec
les mécanismes généraux de l'utilisation des nutriments azotés décrits
chez les bactéries (Payne, 1976). Enfin, chez Lactobacillus lactis, une
aminopeptidase liée a la surface cellulaire peut étre libérée par action
du lysozyme. Aprés purification, il a été montré que cette enzyme
présentait un optimum de température a 47,5°C et un pH optimum
de 6,2 a 7,2. Elle était activée par les ions Co"" et Znt+ et inhibée
par les chélateurs et les ions Fe+++, Cu++ ou Hg"" (Eggimann et
Bachmann, 1980).

VA.1.3. Protéinases et peptidases intracellulaires

Les bactéries lactiques possédent aussi un équipement protéo-
Ilytique intracellulaire  important. En effet, en plus de leur rodle
strictement nutritionnel qui permet aux bactéries d'utiliser les peptides
ayant franchi les enveloppes microbiennes, les enzymes protéolytiques
intracellulaires interviennent dans la nutrition & trois autres niveaux:
lors de I'hydrolyse de peptides éventuellement toxiques; dans le
({turn-over » des protéines intracellulaires et dans la synthése des
protéines microbiennes (Holzer et al., 1975), comme il est indiqué sur
la figure 7.

Il se pose, pour ces enzymes, les mémes problémes méthodologi-
que de localisation cellulaire que ceux évoqués a propos des peptidases
extracellulaires ou liées aux enveloppes. En effet, beaucoup d'auteurs
ont utilisé des systemes de broyage suffisamment violents, capables
de décrocher les enzymes des parois ou des membranes et de les
faire passer dans la fraction appelée ({soluble » ou cytoplasmique.
Inversement, on peut aussi craindre que des enzymes Véritablement
({solubles}) dans le cytoplasme s'adsorbent sur des fractions parti-
culaires en raison de traitements trop drastiques (Exterkate, 1975).

Ces réserves étant faites, on a observé que S. cremoris HP (dans
les lysats de sphéroplastes) montre une activité protéolytique dite Pi,
sur la caséine, a 37°C (mais non a 50°C), qui est différente des acti-
vités protéolytiques liées aux enveloppes, P 37 et P 50 (Exterkate,
1975). Apres broyage des cellules, S. lactis montre aussi une activité
protéolytique faible dans la fraction « soluble » si les cellules sont
cultivées a bas pH. Aucune activité protéolytique n'est détectée dans
la fraction ribosomale (Schmidt et al., 1977 a). Chez S. diacetylactis,
une métalloprotéase a été purifiée et sa spécificité d'action déter-
minée. Apres inhibition par les chélateurs, elle était réactivée par
les ions Cot r Ou Mntt. Une enzyme de ce type a aussi été retrouvée
chez S. cremoris mais elle était réactivée par les ions Ca"" (Ohmiya
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et Sato, 1975). Elle attaque rapidement des chaines peptidiques
comme l'insuline et le glucagon mais hydrolyse peu ou n'hydro-
lyse pas les protéines natives. Sa spécificité correspond a celle
des métalloprotéinases  microbiennes (EC 3.4.24.4) (Desmazeaud et
Zévaco, 1976).Son action sur la caséine ~ est faible, mais elle agit de
facon beaucoup plus profonde sur des peptides issus de la caséine ~
aprés attaque de la présure (Zévaco et Desmazeaud, 1980).Ce type de
métalloprotéinase a été également retrouvé chez S. thermophilus

qui possede une enzyme plus active sur l'insuline ou le glucagon
que sur les caséines (Desmazeaud, 1974). Ces enzymes (Desmazeaud
et Zévaco, 1976) ont des spécificités d'action différentes de celles des
protéases intracellulaires étudiées chez S. lactis (Cowman et al., 1968 ;
Westhoff et Cowman, 1971) ou chez les streptocoques du groupe A
(Gerwin et al., 1966). D'autre part, S. durans possede une protéase
intracellulaire & groupes sulfhydryles, puisque le p-chloromercuri-
benzoate l'inhibe comme la N-éthylmaléimide ou l'iodoacétamide. Elle
est particulierement thermorésistante  puisqu'un chauffage a 97-99°C
pendant 60 min a pH 6 et 7,5ne I'inhibe pas (Wallace et Harmon, 1970).

Chez Lactobacillus helveticus, les localisations cellulaires préci-
ses n'‘ont pas montré l'existence de protéinase intracellulaire (Vescovo
et Bottazzi, 1979). Chez L. casei, il existe une endopeptidase tres
spécifique hydrolysant les substrats de la chymotrypsine (du type
de la succinyl-L-phénylalanine-p-nitroanilide). Cette enzyme serait liée
aux ribosomes car elle est retrouvée dans la fraction obtenue apres
centrifugation a 150000 g correspondant aux ribosomes (El Soda etal.,
1978a). Cependant, son rdle physiologique n'a pas pu étre déterminé
car, aprés purification, I'étude de sa spécificité a montré que cette
enzyme ne pouvait pas attaquer les caséines ni les peptides issus des
caséines ni différents peptides de synthése (EI Soda et Desma-
zeaud,1981).

De tres nombreuses publications ont décrit des activités exo-
peptidasiques intracellulaires chez les bactéries lactiques (Thomas et
Mills, 1981). Grace a la méthode électrophorétique préconisée par
SOrhaug et Solberg (1973) chez S. lactis, le fractionnement des amino-
peptidases, dipeptidases ou tripeptidases a pu étre réalisé et la spé-
cificité de ces enzymes caractérisée par leur activité sur de nombreux
peptides de synthése ou dérivés d'acides aminés. Chez S. lactis et S.
cremoris, une aminopeptidase, une tripeptidase et deux dipeptidases
intracellulaires ont été décrites. Ce sont des métalloenzymes, inhibées
par les chélateurs (EDTA) et réactivées par les ions Co' ", Mn++,
Zntt, Leur poids moléculaire était respectivement de 49000, 34000
et 25000 (Law, 1979). L'activité dipeptidasique soluble a un pH opti-
mum voisin de 8, comme la dipeptidase retrouvée dans la fraction
ribosomale. En général, chez S. lactis, les peptides de type leucyle-
ou alanyle- sont de bons substrats (Schmidt et al., 1977 a). D'autre
part, les streptocoques du groupe N sont capables d'hydrolyser les
peptides contenant de la proline puisqu'ils possedent une proline-
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iminopeptidase, une proline-iminodipeptidase et une aminopeptidase-
P (Mou et al., 1975). Ce fait est dautant plus intéressant pour leur
nutrition que les caséines renferment de nombreux résidus prolyles,
acide aminé essentiel pour S. cremoris (Reiter et Oram, 1962). Chez
S. iacetylactis, une dipeptidase a été purifiée. Son pH optimum est
7,5-8 et elle est stable jusqu'a 50° C de pH 7 a pH 8. Son activité est
inhibée par les chélateurs (EDTA) et elle est réactivée par les ions
Co"" et Zn++. Elle hydrolyse préférentiellement les dipeptides présen-
tant un résidu méthionyle NH21-terminal (Met-Ala>Met-Val>Met-lle)
(Desmazeaud et Zévaco, 1977). Cette espéce possede aussi deux autres
aminopeptidases intracellulaires, métallo enzymes réactivables par les
ions Cort, Mn++ ou Mg't. L'aminopeptidase | présente une large
spécificité et hydrolyse les tripeptides (de type Phe-Leu-Leu ou Met-
Leu-Gly) et les dérivés d'acides aminés-p-nitroanilide ou ~-naphtyla-
mide. L'arninopeptidase Il n'hydrolyse que certains tripeptides. Leur
optimum d'action est respectivement de 6,5 et de 7 et leur tempéra-
pH optimum d'action est respectivement de 6,5 et de 7 et leur tem-
pérature optimum de 35° C. Elles sont thermosensibles et dénaturées a
45° C (Desmazeaud et Zévaco, 1979).

Toutes les souches de S. thermophilus possédent une aminopep-
tidase de type leucine-aminopeptidase (Bouillanne et Desmazeaud,
1980). Certaines souches ont aussi une seconde aminopeptidase de
type arginine-aminopeptidase  (EC 3.4.11.6) généralement inactive sur
les dipeptides. Toutes les souches montrent d'autre part, une prolyle-
dipeptidase non spécifique capable d'hydrolyser de nombreux dipep-
tides (Desmazeaud et Jugé, 1976). Une aminopeptidase et une dipepti-
dase intracellulaires ont été purifiées et caractérisées. Ce sont aussi
des métallo enzymes réactivées par les ions Co'+ et Mn++. La
dipeptidase présente une spécificité envers les dipeptides ayant un
résidu NIf -terrninal  hydrophobe et volumineux. L'arninopeptidase
est de large spécificité quoiqu'elle n'hydrolyse pas les dipeptides ayant
un résidu NH21-terminal glycyle ou histidyle ou ceux contenant un
résidu prolyle ou phénylalanyle (Rabier et Desmazeaud, 1973).

Des activités exopeptidasiques intracellulaires ont été caractéri-
sées apres séparation électrophorétique  chez tous les lactobacilles.
L. helveticus et L. bulgaricus possédent une dipeptidase et une amino-
peptidase, alors que L. acidophilus contient une aminopeptidase et
deux activités dipeptidasiques (El Soda et Desmazeaud, 1982). Chez
les lactobacilles hétérofermentaires, ce sont les souches de L. brevis
qui possédent I'équipement le plus riche en dipeptidases (El Soda
et al., 1982). Quant a Lactobacillus plant arum, il se distingue de L. casei
par son équipement en exopeptidases intracellulaires (El Soda et al.,
1983). Cette derniére espéce possede méme une carboxypeptidase
spécifique capable de libérer I'arginine située dans des peptides
en position COOH-terminale. Ce type d'enzyme trés rarement trouvé
chez les bactéries, a été séparé (a partir de la fraction soluble d'un
broyat cellulaire) d'une aminopeptidase et d'une dipeptidase par
chromatographie  d'affinité. Ces trois enzymes sont aussi des métal-
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loenzymes réactivables par les ions Co"" et Mnu (El Soda et al,
1978b). Dans toutes ces études, les spécificités des exopeptidases ont
été déterminées en utilisant de nombreux peptides ou dérivés d'acides
aminés de synthese.

VA.2. FACTEURS MODULANT L'ACTIVITE PROTEOLYTIQUE

VA.2.1. Facteurs physiologiques.

Chez S. cremoris, le milieu de croissance peut modifier le niveau
de l'activité protéolytique des cellules. On peut s'attendre a un effet
sur la synthese des enzymes ou, une fois celles-ci synthétisées, sur
leur stabilité, ou encore a un effet résultant d'une modification de la
population bactérienne, favorisant par exemple le développement
d'un variant lent ou au contraire celui d'un variant rapide (Exterkate,
1976 a). Quoique le probleme de l'induction éventuelle des activités
protéolytiques ne soit pas résolu, il a été observé que, chez S. lactis,
la synthése de la protéinase « membranaire » est stimulée par les
acides aminés et réprimée par des hydrolysats de caséine (Westhoff
et Cowman, 1970). Chez Lactobacillus  casei se développant dans un
milieu chimiquement défini, on a pu observer que les activités spé-
cifiques de la dipeptidase, de la carboxypeptidase et de l'activité
caséinolytique globale n'étaient que peu influencées par la nature de
la source azotée alors que les activités spécifiques de I'aminopepti-
dase et d'une endopeptidase étaient fortement augmentées lorsque
la source azotée était un mélange d'acides aminés (El Soda et al.,
1978a.)

Le stade physiologique de croissance affecte aussi le niveau des
activités protéolytiqgues. Chez certains streptocoques du groupe N,
ce sont surtout les activités de la protéinase « soluble» et de la dipep-
tidase associée aux ribosomes qui chutent lorsque le temps d'incu-
bation est prolongé (Schmidt et al., 1977 b). Chez L. casei, un effet
analogue peut étre observé surtout pour les activités aminopeptidase
et carboxypeptidase (El Soda et al, 1978 a). Chez les lactobacilles
therrnophiles, la température de croissance est un facteur contrélant
les activités exopeptidasiques intracellulaires. 'De méme, le pH externe
intervient chez ces bactéries pour réguler les activités spécifiques
qui diminuent lorsque le pH du milieu est fortement abaissé (Ezzat
et al, 1982).

VA.2.2. Facteurs génétiques

Il a été montré que, dans des cultures de S. lactis coagulant
rapidement le lait, il existe des clones qui, issus de colonies isolées
sur milieu gélosé convenable, donnent des cultures qui n'acidifient
et ne coagulent le lait que lentement (Lawrence et al., 1976). Depuis,
ila été trouvé, par exemple chez S. cremoris, que ces « variants lents »
ne possédent pas les protéases Pl et PIl associées aux parois (Exter-
kate, 1976a). Par contre, ces variants « coagulant lentement le lait )}
possédent tout de méme des activités peptidasiques et des systemes
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de transport de peptides identiques a ceux de la souche parentale

(Thomas et Mills, 1981). Ces variants ne sont plus capables d'utiliser

les protéines du lait et ne peuvent plus se développer qu'aux dépens
des acides aminés et des peptides du lait, ce qui ne leur permet

d'atteindre que 10a 25 % des densités cellulaires normalement attein-
tes par les souches parentales. Dans certains cas, la production d'acide

se poursuit lentement en l'absence de toute croissance, la coagulation

du lait finissant donc par se produire (Lawrence et al.,, 1976). Des
variants qui coagulent lentement le lait peuvent également étre isolés
en induisant des pertes de plasmides présents chez le type sauvage
comme cela a été fait chez S. lactis (Pearce et al., 1974). De telles
souches (désignées prr: c'est-a-dire protéase négative) ont effective-
ment perdu aussi l'activité protéolytique liée a la surface cellulaire.

Parmi les mutants spontanés, il a également été aussi mis en évi-
dence qu'une perte de l'activité protéolytique de surface correspon-

dait a la perte d'un plasmide dont la taille moléculaire était de 107
(McKay et Baldwin, 1975). Cependant, chez d'autres souches de
S. lactis et de S. lactis subsp diacetylactis ou chez S. cremoris, une
telle démonstration n'a pu étre obtenue sans une certaine ambiguité

(Davies et Gasson, 1981). La perte simultanée de la fermentation du
lactose et de [l'activité protéinasique suggérait en effet que ces
caracteres étaient liés et pouvaient résider sur le méme plasmide

(Kuhl et al., 1979). Cependant, la nature exacte de cette relation

n'est pas claire car, bien que les deux activités soient transférées

ensemble pendant la transduction, elles apparaissent distinctes lors
de la conjugaison (Davies et Gasson, 1981).

VI. EXIGENCES VITAMINIOUES

Les streptocoques du groupe N exigent un certain nombre de
vitamines, en particulier la niacine et l'acide pantothénique (Reiter
et Oram, 1962). La vitamine B6 (pyridoxal) est stimulante ; l'acide
aminé L-alanine peut remplacer cette derniére chez certaines souches.
En général, l'acide folique ou folinique, la thiamine et la vitamine B12
ne sont pas exigés. Il existe une distinction claire entre S. lactis et
S. cremoris, cette derniére espece exigeant la riboflavine. Les exigences
en biotine ont été plus difficiles a mettre en évidence car des inter-
férences avec l'utilisation du CO: peuvent se produire. En effet, le
CO: serait essentiel pour la croissance des streptocoques lactiques
car il serait impliqué dans la biosynthése de l'acide aspartique et
des acides gras par un phénomene de fixation faisant intervenir la
biotine (Law et Sharpe, 1978).

Les streptocoques thermophiles montrent une exigence absolue
en acide pantothénique et en riboflavine et a un moindre degré en
thiamine, en nicotinamide (ou acide nicotinique) et en biotine. La
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pyridoxine (ou ses dérivés) stimule fortement leur croissance (Guss et
Delwiche, 1954).

Les besoins vitaminiques des lactobaciles ont été rassemblés
dans le tableau 1. Toutes les espéces ont un besoin absolu en panto-
thénate de calcium et en niacine et des exigences différentes pour les
autres vitamines. Les concentrations de (et les équilibres en) vita-
mines du lait peuvent, pour certaines souches (et en particulier pour
les lactobacilles) se trouver insuffisantes, ce qui expliquerait [I'effet
stimulant généralement observé lorsqu'on ajoute de l'extrait de levure
au lait. 1l a été aussi montré que L. bulgaricus exigeait du COz pour
une croissance optimum dans le lait. Cependant, aucun mécanisme
explicatif n'a été proposé (Driessen et al., 1982). En conclusion, le
lait contient toutes les vitamines exigées par les bactéries lactiques,
en général en concentration suffisante. Cependant, des fluctuations
de la concentration en vitamines peuvent se produire selon la saison,
le stade de lactation, etc., ce qui peut affecter la vitesse de croissance
des levains C. Reiter et Moller-Madsen, 1963).

VIl. INFLUENCE DES BASES AZOTEES,
DES MINERAUX ET DES ACIDES GRAS

La production d'acide dans le lait par S. lactis Cla, peut étre
stimulée par le mélange adénine, guanine, uracile et xanthine (Selby
Smith et al., 1975).S. thermophilus  présente quant a lui, une exigence
absolue pour ces quatre bases dans un milieu « semi-synthétique »
(Ramasarny et Natarajan, 1981). D'autres souches de S. lactis et
Lactobacillus casei peuvent étre aussi stimulées par le mélange hypo-
xanthine + adénine (Zielke et al.,, 1978).Chez S. lactis C 10, le glucose
stimule fortement la prise d'adénine mais n'a aucun effet sur celle
de la guanine (Rillier et al., 1978).Ces auteurs supposent que les strep-
tocoques du groupe N peuvent transformer I'adénine suivant la voie
suivante:

Adénine -» hypoxanthine -» inosine-rnonophosphate -» guanosine-
monophosphate. Dans les milieux synthétiques, les lactobacilles exi-
gent la présence d'adénine, de cytidine, de desoxyguanosine, de
guanine, de thymidine et d'uracile a une concentration de 0,05 g/l
(Ledesma et al., 1977). La dégradation de la thymidine a été mise
en évidence chez L. acidophilus. En plus d'une trans-N-glycosidase,
cette espece posseéde une thymidine phosphorylase (ou thymidine
hydrolase) capable de libérer de la thymine (Sawula et al., 1974).

Mis a part les rapports sur le role précis des cations dans la résis-
tance a l'oxygéne ou dans les différentes réactions métaboliques, peu
d'études ont été consacrées au role global des métaux dans la nutri-
tion des bactéries lactiques. Il a été montré cependant que les ions
FeH, MgH, MOH et SeH pouvaient intervenir dans la nutrition des
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streptocoques mésophiles (Reiter et Moller-Madsen, 1963 ; Law, 1982)
et les ions MgH et MnH (De Man et al., 1960) et Fe2+ (Ledesma et al.,
1974) dans la nutrition des lactobacilles.

Chez L. plantarum, les ions MnH trouvés en fortes concentrations
sont associés a des polyphosphates de haut poids moléculaire, ce
qui interviendrait comme systéeme de régulation dans leur rdle favo-
risant la résistance de la bactérie a l'oxygene (Archibald et Fridovich,
1982). Dans certains milieux industriels (par exemple sur mélasses)
il a ét¢ montré que le sulfate de thorium ou le sulfate de zirconium
pouvait stimuler la croissance de L. bulgaricus (Tiwari et al., 1980).
L'addition des ions CuH & une concentration < 8 mg/l n'aurait aucun
effet sur la croissance des levains. Il faudrait atteindre 120 mg/I
pour observer une inhibition marquée (Gudkov et al., 1982). Ces
auteurs ont montré aussi qu'une souche de Leuconostoc pouvait étre
stimulée en présence des ions FeH a une concentration comprise
entre 10 et 100 mg/l, D'autre part, il semblerait aussi que le cuivre
puisse avoir un effet sur la morphologie des bactéries lactiques culti-
vant dans le lait (Kolodkin, 1979).

Enfin, bien que les bactéries lactiques présentent un certain
pouvoir lipolytique (faible, il est vrai) (Stadhouders et Veringa, 1973 ;
Umanskii et al., 1974) trés peu d'études ont cherché a déterminer le
role des acides gras dans la nutrition de ces bactéries. Poznanski
et al. (1968) précisent que certaines souches de S. lactis peuvent uti-
liser de grandes quantités d'acide oléique pendant leur croissance.
D'autres souches de streptocoques du groupe N et les lactobacilles
seraient au contraire inhibés par ce méme composé. Ces auteurs ont
montré que les levains mixtes utilisés pour la fabrication de crémes,
S. thermophilus  ou L. bulgaricus peuvent étre inhibés par I'acide
caprique. Ce composé inhibe aussi l'activité protéolytique de certaines
souches de S. diacetylactis (Poznanski et al., 1968) ou de L. bulgaricus
(Trovarelli, 1974). L'effet inhibiteur des acides gras sur la croissance
des streptocoques, des lactobacilles et des Leuconostoc a aussi été
noté par Kulshrestha et Marth (1975 a et b).

VIIl.  CONCLUSIONS

Le traitement industriel de quantités journalieres de lait de plus
en plus importantes par unité de fabrication exige, d'une part, que
le lait soit un milieu de culture le plus constant possible pour les
bactéries lactiques mises en ceuvre et que, d'autre part, le métabolisme
de celles-ci soit bien connu afin de maitriser les facteurs le régulant
et par conséquent de maitriser leur pouvoir acidifiant ou aromatisant.

Si les mécanismes du catabolisme du lactose et des protéines

sont, comme nous l'avons montré dans cette revue, mieux connus
gue dans le passé, il reste encore de nombreuses recherches a effec-
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tuer. En particulier, le métabolisme des sucres de Streptococcus

thermophilus et des différents lactobacilles semble avoir été moins
profondément étudié que celui des streptocoques mésophiles. D'autre
part, le r6le des systemes protéinase-exopeptidase dans la nutrition

azotée devrait étre mieux précisé afin de connaitre le mécanisme exact
de l'utilisation des protéines par les bactéries lactiques cultivant dans
le lait. Comme le notent Thomas et Mills (1982), ceci nécessite encore
de préciser la localisation exacte et la spécificité d'action des enzymes
réellement impliquées et de caractériser de fagon détaillée les sys-
temes de transport des acides aminés et des peptides impliqués.

Le deuxieme axe de recherche est lié a la nature des bactéries
lactiques elles-mémes. Il est beaucoup plus complexe car il est en
relation avec l'instabilité génétique de certains caractéeres d'acidifi-
cation ou de protéolyse. L'induction de mutants plus actifs devrait
aussi étre recherchée. Le role des plasmides, du fait des informations
génétiques qu'ils portent, ouvre un champ tres large a de nouvelles
études. On peut donc penser que dans le futur, on pourra transférer
génétiquement des propriétés supplémentaires aux bactéries lactiques
et ainsi obtenir des levains parfaitement adaptés aux technologies
(Sharpe, 1979).

Enfin, les bactéries lactiques n'étant pas généralement utilisées
en souche pure, les recherches devraient porter aussi sur les phé-
nomenes de symbiose et d'antibiose dans les cultures associées, pour
lesquels nous ne possédons que trop peu de données.
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