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Résumé - Les lactobacilles homo- et hétérofermentaires facultatifs oxydent le glucose; le pyruvate
formé est normalement réduit en lactate par la lactate deshydrogénase (LDH) et s'accumule dans la
plupart des cas. La LDH de certaines de ces bactéries est activée par le fructose 1,6 di phosphate
(FDP). En l'absence de ce dernier, la LDH a une activité faible et le catabolisme aboutit à des pro-
duits terminaux tels l'acétate l'acétoïne ou l'éthanol. Chez d'autres lactobacilles en particulier chez
Lactobacillus plantarum qui présentent une LDH FDP indépendante on constate qu'en présence
d'oxygène après épuisement du glucose du milieu le lactate est métabolisé et transformé en acé-
tate. La régulation des mécanismes n'est pas connue. Les différents systèmes enzymatiques pou-
vant être envisagés pour expliquer cette transformation ont été pris en considération : lactate deshy-
drogénase NAD indépendante, lactate oxydase, pyruvate formate Iyase, pyruvate deshydrogénase,
pyruvate oxydase ainsi que NADH oxydase, avec production de peroxyde d'hydrogène ou d'eau ou
encore NADH peroxydase. Ces activités ont été testées chez L plantarum et chez Lactobacillus
sake cultivés dans les mêmes conditions. Nous avons pu mettre en évidence une pyruvate oxydase
chez L plantarum uniquement en culture aérobie. Cette potentialité de production d'acétate à partir
de lactate chez certaines souches est la raison de leur activité antagoniste à l'égard de la croissance
des pseudo monades en cultures mixtes.
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5ummary - Lactobacilli, oxygen, metabolism and antagonism. During the glucose oxidation by
the homo- and hetero-fermentative Lactobacilli, the pyruvate which is formed is subsequently re-
duced by the lactate dehydrogenase (LDH) into lactate which accumulates in the cell. In some bac-
teria, the LDH is activated by fructose 1,6 diphosphate (FDP). When the FDP is absent, the LDH ac-
tivity is low and the glucose catabolism leads to terminal products such as acetate, acetoin or
ethanol. In another Lactobacillus such as Lactobacillus plantarum, the LDH is FDP-independent but
lactate is metabolized into acetate in the presence of oxygen and glucose depletion. The regulation
of this process is unknown. Several enzymes may be involved in this process; the NAD-independent
lactate dehydrogenase; the lactate oxidase; the pyruvate formate Iyase; the pyruvate dehydroge-
nase; the pyruvate oxidase and the NADH oxidase with formation of H202 or H20 and also the
NADH peroxidase. These activities were tested in L plantarum and L sake grown in similar condi-
tions. A pyruvate oxidase activity was detected only in L plantarum in aerobiosis. We have shown
that the acetate produced from lactate inhibits the growth of pseudomonads in oxygenated co-
cultures.
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INTRODUCTION

Les bactéries lactiques produisent à partir
des sucres de l'acide lactique dans le cas
des bactéries homofermentatives ou de
l'acide lactique, de l'éthanol, du CO2 de
l'acétate dans le cas des hétérofermenta-
tives. Ces produits terminaux s'accumulent
dans les milieux de culture. Des change-
ments de métabolisme avec passage d'un
système homofermentaire à un bilan héte-
rofermentaire peuvent être observés dans
certains cas, mettant en jeu des régula-
tions d'activités enzymatiques nom-
breuses. Ces déviations, souvent fonction
de l'environnement biochimique ou physi-
cochimique au cours de la croissance,
sont d'importance fondamentale dans le
contrôle des procédés mettant en œuvre
ces micro-organismes soit en culture pure
soit en culture mixte dans des milieux na-
turels. Notre intérêt s'est porté sur Lacto-
bacillus plantarum, une espèce homofer-
mentative largement utilisée comme levain
pour l'élaboration de produits fermentés,
dans le domaine agroalimentaire en parti-
culier. Quelques représentants de cette
espèce présentent la propriété d'inhiber la
croissance des pseudomonades en culture
mixte. Sachant que ces bactéries sont la
plupart du temps présentes dans les
mêmes milieux que les bactéries lactiques,
qu'elles sont responsables dans de nom-
breux cas de déviation du procédé de fer-
mentation vers une forte protéolyse alcaline
accompagnée d'une putréfaction, nous
avons essayé d'analyser les mécanismes
qui sous-tendent la potentialité d'arrêter la
croissance des Pseudomonades.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Milieux et conditions de culture

Les cultures mixtes ont été réalisées sur milieu
complexe au jus de tomate (Bernstein et Wood,

1957). Les bactéries lactiques sont cultivées
également sur milieu MRS (de Man et al, 1960)
et P f1uorescens sur bouillon ordinaire. Les cul-
tures en bioréacteur de 2 1 sont faites à 25 oC,
avec régulation du pH à 5,8 avec régulation de
la P02 à 25% de saturation.

Organismes utilisés

L plantarum CCM 1904; Lactobacillus sake 207
provient de la collection du Dr J Fournaud
(INRA Jouy en Josas) et a été identifié par le Dr
M-C Montel et al (1991) ; Pseudomonas f1uores-
cens CCM 2799.

Analyses du milieu de fermentation

Le glucose est déterminé par la méthode à
l'hexokinase et glucose 6-P deshydrogénase Kit
Boehringer. Le lactate et l'acétate sont détermi-
nés par CLHP système Waters (Millipore SA)
avec une colonne Supelco C 610 H, la phase
mobile est l'acide phosphorique 0,1%, le débit
est réglé à 0,5 mllmin, l'élution est faite sur 30
min et la détection en UV à 210 nm; la quantifi-
cation des acides organiques est faite grâce au
programme Baseline 810 de Waters.

Déterminations enzymatiques

Préparation des extraits cellulaires: les bactéries
récoltées et lavées sont mises en suspension
dans le tampon phosphate de Na 0,1 molli pH
5,8. Le broyage se fait avec un vibrobroyeur
Retsch MM2 avec des billes de 0,25 mm pen-
dant 10 min. Après broyage, les tubes sont cen-
trifugés 10 min à 12 000 g à froid; le surnageant
clair est utilisé immédiatement pour les détermi-
nations enzymatiques.

Les activités de la NADH oxydase, de la py-
ruvate oxydase et de la lactate oxydase sont dé-
terminées par une méthode polarographique
avec une microélectrode de Clark. L'activité spé-
cifique des trois enzymes est exprimée en nmol
d'02 absorbé par min et par mg de protéine.
L'activité de la lactate deshydrogénase NAD in-
dépendante est déterminée d'après la méthode
de Snoswell (1966).
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Beaucoup d'études faites dans des condi-
tions de cultures plus ou moins contrôlées
mettent en évidence des inhibitions de
croissance sans toutefois pouvoir donner
de façon définitive les raisons de l'interac-
tion. Suivant les recherches, sont incrimi-
nées: des bactériocines, des produits du
métabolisme tels que des acides organi-
ques, le pH ou le peroxyde d'hydrogène.
Nous avons réalisé des cultures mixtes
bactéries lactiques-pseudomonades en

10 10,- ---,

Révélation de la pyruvate oxydase

Les protéines sont séparées par électrophorèse
sur gel de polyacrylamide à 10 % en présence
de SDS (sodium dodécylsulfate). Les anticorps
antipyruvate oxydase sont obtenus par injection
à des lapins de pyruvate oxydase de Pedioeoc-
eus (Sigma). La révélation par immunodétection
est faite par la technique ELISA (Engvall et Perl-
mann, 1971).

RESULTATS

Mise en évidence de l'interaction
de type amensalistique (0 -)
entre lactobacilles et pseudomonades

bioréacteur (LSL Biolaffitte) de 21 de capa-
cité, avec régulations de température, de
pH et de p02' La figure 1 rassemble les
courbes de croissance obtenues sur le
même milieu dans les conditions standard.

La souche test de P f1uoreseens est cul-
tivée seule ou en présence de L plantarum
CCM1904 ou de L sake 207. Un arrêt de la
croissance, puis une diminution du nombre
de cellules de Pseudomonas pouvant for-
mer colonie est visible dans le cas du
couple L plantarum-P f1uorescens.
D'autres essais nous montrent que la pré-
sence de Pseudomonas n'affecte en rien
la croissance de L plantarum. L sake 207
comme d'autres lactobacilles testés n'a au-
cune influence sur la culture de Pseudo-
monas (neutralisme ou interaction de type
0-0).

Caractérisation du mécanisme
de l'inhibition

Mise en évidence d'une formation
d'acétate

Le fractionnement du milieu de culture ré-
sultant soit de la culture mixte L plantarum-
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Fig 1. Croissance de P fluoreseens seul et en culture mixte.• P fluoreseens; 0 P fluoreseens et L
plantarum;. P fluoreseens et L sake 207.
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P fluorescens soit de la culture pure de L
plantarum et comparé au fractionnement
du milieu de culture résultant des expé-
riences avec L sake pris comme témoin,
révèle la présence d'acétate dans les mi-

O-t=-,---,--r--.--,-L----,-.-----,----r-.----,-------.----r::=:::.~ç::=;...----.::,.,...._<_,
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36

temps en minutes

Fig 2. Évolution de la production d'acides dans une culture de L plantarum CCM 1904.
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lieux avec L plantarum. La figure 2, qui re-
présente les dosages par CLHP, en fonc-
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de L plantarum. La figure 3 présente les
mêmes dosages avec L sake. Chez cette
souche, le lactate s'accumule.

Dans des conditions d'anaérobiose
stricte (bioréacteur maintenu en continu

sous courant d'azote), le lactate s'accumule
dans la culture de L plantarum et n'est ja-
mais converti en acétate. L'oxygène joue
donc un rôle essentiel dans la régulation
métabolique qui s'opère chez L plantarum.
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Fig 3. Évolution de la production d'acides dans une culture de L sake 207.
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Aucune bactériocine de nature protéi-
que ou peptidique n'a pu être mise en évi-
dence, par fractionnement dans ces
mêmes milieux.

Influence de l'acétate et du lactate
sur la croissance des pseudo monades

La différence essentielle qui apparaît dans
les milieux de culture entre souches anta-
gonistes et souches nonantagonistes est
la présence d'acétate et cela après dispari-
tion du glucose. De nombreuses études
portent sur l'effet inhibiteur des acides or-
ganiques sur la croissance. Ingram et al
(1956) avaient déjà étudié l'action inhibi-
trice de l'acide benzoique et de ses déri-
vés, des esters de l'acide vanillique, de
l'acide acétique et de ses sels, de l'acide
propionique, de l'acide sorbique, en
termes de pH, de dissociation des acides
et d'effet spécifique de la molécule. Ré-
cemment, Farber et al (1989) ont montré
que l'acide acétique est l'acidifiant le plus
efficace pour inhiber la croissance de Lis-
teria monoeytogenes et cela comparative-
ment à l'acide lactique, citrique ou chlorhy-
drique.

Nous avons déterminé la concentration
minimale inhibitrice (CMI) du lactate et de
l'acétate dans nos conditions expérimen-
tales vis-à-vis de la croissance de la
souche test de Pseudomonas. La CMI du
lactate à pH 5,8 est de 200 mmoVI, celle
de l'acétate est de 20 mmoVI. L'effet anti-
microbien d'un acide dépend du pH du mi-
lieu et du pKa de l'acide. L'acide lactique a
une constante de 3,86, celle de l'acide
acétique est de 4,75. L'effet antimicrobien
est dû à la forme non chargée qui peut tra-
verser la membrane cytoplasmique. Cette
explication peut être appliquée aux pseu-
domonades qui ont un métabolisme aéro-
bie strict; l'entrée dans la cellule d'acide
faible non dissocié à la suite de l'acidifica-
tion du milieu extérieur oblige la cellule à

rétablir son pH interne. Les mécanismes
régulateurs utilisent l'énergie chimio-
osmotique jusqu'à épuisement et condui-
sent à l'arrêt de la croissance.

Mise en évidence chez L plantarum des
voies métaboliques permettant la trans-
formation du lactate en acétate

L'analyse des milieux de fermentation
nous a montré qu'après 24 h de culture il y
avait disparition de l'acide lactique et pro-
duction d'acétate et cela uniquement en
présence d'oxygène et chez certaines
souches qui présentaient des propriétes
d'antagonisme vis-à-vis de la croissance
des pseudomonades.

La modification du métabolisme homo-
fermentaire vers un bilan laissant appa-
raître de l'acide acétique a déjà été décrite
chez les bactéries lactiques. Les facteurs
pouvant intervenir dans ce changement
sont nombreux, ainsi : le fructose 1,6 di-
phosphate active la lactate deshydrogé-
nase chez Streptoeoeeus laetis (Crow et
Pritchard, 1977); une diminution de la
concentration intracellulaire de fructose 1,6
diphosphate pourrait expliquer l'abandon
de la voie homofermentaire. La limitation
de la quantité de glucose dans une culture
continue anaérobie aboutit à un métabo-
lisme hétérolactique avec production de
formate, d'acétate et d'éthanol (Thomas et
al, 1979). Ce même phénomène est décrit
pour Laetobaeillus easei (De Vries et al,
1970). Rhee et Park (1980) ont montré
que Laetobaeillus bulgarieus en culture
continue anaérobie avec limitation de glu-
cose passe à un système hétérofermen-
taire à la suite d'une augmentation du pH
du milieu; dans un environnement alcalin,
la biosynthèse de la lactate deshydrogé-
nase diminue, et les enzymes du système
hétérofermentaire (pyruvate formate lyase,
acétate kinase, aldéhyde deshydrogénase
et phosphotransacétylase) sont activés.
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Lloyd et al (1978), Hickey et al (1983)
montrent que l'oxydation du pyruvate en
acétate est possible chez différents lacto-
bacilli (L bulgaricus, L casei, L lactis, L del-
brueckii, L acidophilus et L plantarum).
Thomas (1987) propose deux mécanismes
pour la formation d'acétate dans les fro-
mages; l'un oxygène dépendant avec
comme substrat le lactate, l'autre oxygène
indépendant avec comme substrat le ci-
trate. Tseng et Montville (1990) constatent
des changements d'activités enzymatiques
dans des cultures aérobies comparative-
ment aux cultures anaérobies, ainsi que
des effets en relation avec des variations
de pH. Il ressort de toutes ces études
l'énorme potentialité métabolique que dé-
tiennent ces bactéries capables de modi-
fier leurs voies métaboliques fermentaires
principales en fonction de l'environnement
nutritionnel ou physico-chimique.

Dans le cas des cultures mixtes L plan-
tarum-P fluorescens nous avons essayé
de mettre en évidence les systèmes enzy-
matiques capables de rendre compte de la
transformation en aérobiose du lactate en
acétate.

Activités enzymatiques pouvant être
impliquées dans la transformation
du lactate en acétate

On peut envisager soit un passage direct,
soit un passage par l'intermédiaire du pyru-
vate.

Pour la transformation lactate ---> pyru-
vate, plusieurs systèmes enzymatiques
sont décrits soit chez des bactéries lacti-
ques, soit pour L plantarurn :
- avec intervention de la lactate déshydro-
génase NAD indépendante : Strittmatter
(1959) montre que L plantarum oxyde le
lactate en pyruvate en présence d'accep-
teur d'électrons artificiels tels que le bleu
de méthylène ou le dichlorophénolindophé-
nol;
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- par la lactate oxydase : London (1968,
1990) montre la présence chez Strepto-
coccus faecium d'une lactate oxydase
comprenant une flavine et utilisant l'oxy-
gène comme accepteur d'électrons avec
production de peroxyde d'hydrogène; une
lactate oxydase particulière (lactate-2 mo-
nooxygénase décarboxylase) a été obte-
nue purifiée à partir de Mycobacterium
smegmatis par Sullivan (1968), et son mé-
canisme d'action précisé par Lockridge et
al (1972). Ce système enzymatique
conduit chez cette bactérie à l'oxydation di-
recte du lactate et à sa décarboxylation
sans passage par l'étape pyruvate, soit:

Une activité lactate oxydase a été mise
en évidence chez différents lactobacilles,
dont Lactobacillus curvatus, Lactobacillus
sake, Lactobacillus bulgaricus par KandJer
(1983). L'existence d'une telle protéine en-
zymatique, lactate oxydase spécifique
pour L plantarum n'est pas prouvée; il
pourrait s'agir simplement d'une activité de
deshydrogénation suivie d'une NADH oxy-
dation et ou d'une pyruvate oxydation.

Il reste donc beaucoup d'imprécisions
concernant le mode d'action enzymatique
au niveau de l'oxydation directe du lactate
chez les bactéries lactiques en général. De
plus, la détermination des activités est tou-
jours faite sur des extraits et ne peut ex-
clure la participation de la lactate deshy-
drogénase et de la pyruvate oxydase
comme le soulignent Murphy et al (1985).
Chez L plantarum, la lactate deshydrogé-
nase NAD dépendante fonctionne essen-
tiellement en faveur de la production de
lactate.

En ce qui concerne la transformation
pyruvate ---> acétate, à partir du pyruvate
3 voies sont possibles:
- par la pyruvate formate Iyase : le pyru-
vate est transformé en formate et en acétyl
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CoA par la pyruvate formate Iyase en
anaérobiose uniquement; cette activité a
été trouvée chez les streptocoques par
Thomas et al (1979) et Abbe et al (19a2)
et plus récemment pour L plantarum par
Lindgren et al (1990); l'activité est induite
par le citrate; mais cette activité ne peut
être prise en compte dans notre cas (aéro-
biose);

- par la pyruvate deshydrogénase : le py-
ruvate est transformé en acétate, éthanol
et CO2 par la pyruvate deshydrogénase
chez les streptocoques (Broome et al,
19aO; Brown et Collins, 1977) préférentiel-
lement en aérobiose, ce système enzyma-
tique comprend : une pyruvate décarboxy-
lase, une lipoate acétyltransférase et une
lipoyl deshydrogénase; l'acétyl CoA formé
est converti en acétate par l'acétate kinase
avec production d'ATP (Dirar et Collins,
1973). Cette activité n'a pas été mise en
évidence chez L plantarum;

- par la pyruvate oxydase: une troisième
possibilité de métabolisation du pyruvate
est celle catalysée par la pyruvate oxy-
dase: chez L plantarum, cette activité est
induite par l'oxygène et réprimée par le
glucose (Goetz et al, 19aO; Murphy et
Condon, 19a4).

Réactions permettant la réoxydation
des pyridines nucléotides :
NADH -> NAD

Beaucoup des réactions précédentes né-
cessitent la présence de pyridine nucléo-
tides qui doivent être régénérés. Il existe
chez les bactéries lactiques 3 types d'oxy-
dases et une peroxydase:

- la NADH oxydase avec production de
peroxyde d'hydrogène : cette enzyme a
été signalée par Dolin (1955) pour Strepto-
coccus faecalis et sa présence a été
confirmée chez beaucoup de bactéries
lactiques, mais elle est instable et n'a pas
été purifiée;

- la NADH oxydase avec production de
H20 : cette enzyme est répandue chez les
bactéries lactiques; elle a été purifiée à
partir de L plantarum par Fukui (1961);
cette enzyme est inductible par l'oxygène
(Murphy et Condon, 19a4), mais semble
être inactivée à de fortes concentrations
d'oxygène (Montville et McFall, 19a9) .

- une troisième NADH oxydase, très rare
chez les bactéries lactiques, a cependant
été observée chez certaines bactéries lac-
tiques cultivées en aérobiose dans un mi-
lieu contenant de l'hématine : cette en-
zyme est associée à la fraction
membranaire et peut être considérée
comme une chaîne rudimentaire de trans-
port d'électrons réduisant O2 en H20 (Prit-
chard et Wimpenny, 197a).

- une NADH peroxydase : cette enzyme
est une flavoprotéine, très répandue chez
les bactéries lactiques; elle a été signalée
également pour L plantarum ATCCa014
(Goetz et al, 19aO); elle réduit le peroxyde
d'hydrogène.

Beaucoup de ces activités enzymati-
ques sont oxygène dépendantes. Des me-
sures systématiques ont été réalisées
dans le cas de L plantarum et de L sake
dans les conditions standard de la culture
mixte avec P f1uorescens.

DosagedesacUvffésenzymaUques

L'activité de la NADH oxydase a été mise
en évidence dans presque tous nos ex-
traits aussi bien pour ceux de L plantarum
que de L sake 207 (témoin antagonisme -)

L'activité de la pyruvate oxydase a été
mise en évidence dans les extraits de L
plantarum. Avec les extraits de L sake 207
aucune activité pyruvate oxydase n'est
dosée.

Avec les extraits de L plantarum, la lac-
tate oxydase n'est mise en évidence
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qu'avec addition de cofacteurs : ribofla-
vine, FAD, MgCI2. Avec les extraits de L
sake 207, aucune activité lactate oxydase
n'a été mise en évidence.

L'activité deshydrogénase NAD indé-
pendante est déterminée par la réduction
du DCPIP en présence de lactate par les
extraits bactériens. Nous avons pu mesu-
rer dans les extraits de L plantarum CCM
1904 une activité faible. L'accepteur d'élec-
trons in vivo chez L plantarurn n'est pas
connu (Murphy et al, 1985).

L'ensemble des dosages enzymatiques
faits sur L plantarurn et sur L sake dans
nos conditions expérimentales montrent
clairement que les potentialités des 2
souches sont très différentes, L sake ne
montrant ni activité lactate oxydase ni py-

~
fructose di-P

NADH2

Formate

Acétyl Co.A

~AeélYIP

ADP

2

ATI'

ruvate oxydase. Dans les cultures en
conditions anaérobies, ces activités sont
absentes ou très faibles chez L plantarum.
Ces résultats nous conduisent à proposer
un schéma métabolique (fig 4) pour rendre
compte de la production d'acétate à partir
de lactate chez L plantarum en tenant
compte des différences observées avec L
sake.

Mise en évidence et régulation
de la pyruvate oxydase

La pyruvate oxydase étant, dans notre hy-
pothèse, une des enzymes clé de la pro-
duction d'acétate chez L plantarum, nous
avons tenté de la mettre en évidence par

NAD

Lactate

LDH NAD dépendante

Î~
NADH2 NAD

~======~L~D~H:;:;N::::AD~in7.dé=pc=nd~an~te~~ç

~ ~
MB~MBH2@

H202 02

Lactate oxydase (flavine)------------~--
H202 02

Fig 4. Schéma métabolique chez Lactobacillus plantarum avec variants aboutissant à l'acétate. 1: py-
ruvate oxydase; 2 : acétate kinase; 3 : pyruvate formate Iyase; 4 : pyruvate deshydrogénase; 5 : phos-
phate acétyltransférase; LDH : lactate deshydrogénase; MB : bleu de méthylène; X : accepteur d'élec-
trons in vivo non identifié; NADHox : NADH oxydase.
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immunodétection à l'aide d'anticorps antipy-
ruvate oxydase. Ces anticorps ont été obte-
nus après injection chez le lapin d'une pré-
paration commerciale de pyruvate oxydase
de Pediococcus. Grâce à cette détection
nous avons pu, dans un deuxième temps,
purifier la protéine de L plantarum et obtenir
un antiserum contre cette protéine.

Les figures 4 et 5 montrent clairement
dans une telle détection la présence dans
les extraits de L plantarum de deux bandes
protéiques. L'une des bandes n'apparaît
qu'après 24 h de culture, sa présence est
corrélée avec une activité pyruvate oxydasi-
que importante. Dans le cas de L sake,
une seule bande en position intermédiaire
par rapport aux bandes apparaîssant chez
L plantarum est visible après 17 h de cul-
ture. Cette bande disparaît par la suite et
aucune activité enzymatique n'est déce-
lable dans les mêmes extraits.

osa e acnvit enz mati ue
Il

Fig 5. Protéines révélées par les anticorps «anti
pyruvate oxydase» et activité de la pyruvate
oxydase dans les extraits de L plantarum CCM
1904 cultivé à pH 5,8 et à 25% de pOz.

CONCLUSIONS

Nous avons pu mettre en évidence une
activité pyruvate oxydase qui n'apparaît
que dans les cellules de L plantarum culti-
vées en aérobiose. Cette activité semble
également être réprimée par le glucose.
C'est un des maillons nécessaires à la
transformation du lactate, produit dans le
métabolisme homofermentaire, en acé-
tate. Cette propriété spécifique de cer-
tains lactobacilles est une des possibilités
qui permettent d'expliquer l'action inhibi-
trice de ces souches vis-à-vis de la crois-
sance des pseudomonades en culture
mixte. Le clonage du gène de cette en-
zyme devrait permettre d'approcher les
mécanismes de régulation au niveau mo-
léculaire et permettre un éventuel trans-
fert de cette propriété à des souches d'in-
térêt industriel.

Fig 6. Protéines révélées par les anticorps
«antipyruvate oxydase.. et activité de la pyru-
vate oxydase dans les extraits de L sake 207
cultivé à pH 5,8 et à 25% de pOz.
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