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Phénoménes de coopération et d'inhibition
entre les bactéries lactiques utilisées en industrie laitiére
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1.N.R.A., Laboratoire de Microbiologie laitiere, 78350 Jouy-en-Josas, France

Résumé

La propagation empmque des levains lactiques a conduit a l'utilisation d'associa-
tions complexes de bactéries lactiques. Aujourd'hui, la possibilité de produire des
souches pures permettrait de les associer de fagon raisonnée suivant des critéres
technologiques (vitesse d'acidification, qualit¢ aromatique), ou mieux, de les produire
en mélange en contrélant leur qualité. Dans ces deux cas, la connaissance des
interactions entre ces souches serait trés appréciable. Malheureusement, 1'appréhension
de ces interactions ne dépasse que rarement la connaissance qualitative de leurs effets.
Cette revue rend compte des données concernant l'étude des interactions entre diffé-
rentes souches souvent associées.

Les interactions positives entre les souches sont regroupées sous le terme de
coopération. Celle-ci peut s'exprimer en stimulant la croissance des souches ou la
production de métabolites particuliers (acides lactiques, arémes). Celle-ci peut avoir
pour origine la modification des substrats (en particulier des sources azotées) ou des
conditions de milieu (pH, élimination d'inhibiteurs).

Les interactions négatives ou inhibitions peuvent avoir pour origine la production
de composés toxiques (bactériocines, antibiotiques ou autres métabolites), la compéti-
tion vis-a-vis du substrat ou le rejet de catabolites.

La quantification de ces données en terme de cinétique ou de rendement fait
défaut. Ceci est en partie di a la lourdeur des méthodologies dont on dispose
actuellement pour mesurer ces interactions. La mise en place de nouvelles méthodes
devrait permettre de mieux connaitre ces phénomeénes et a terme de pouvoir mieux
gérer la production et l'utilisation de ces levains.

Mots clés: Bactéries lactiques - Coopération - Inhibition - Acidification - Catabolisme -
Dynamique des populations.

Summary
Cooperation and inhibition between lactic acid bacteria used in dairy industry
The mie of thumb propagation of lactic starters brought about the utilization of

complex associations of lactic acid bacteria. Today, the ability to produce pure strains
should permit to associate them following technological criteria (speed of acidification,
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aromas...) or better than that to grow them together following the quality of the
mixture. In both case the knowledge of interactions between the strains would be
positive. Unfortunately, the knowledge of these interactions overstep seldom the quali-
tative knowledge of their effects. This review takes into account the datas about
interactions between different strains, usually used together.

The positive interactions between strains are called cooperation. The expression of
this one can be observed by a better growth or better production of metabolites (lactic
acids, aroma...). Its origin can be the modification of substrates (e.g. nitrogen sources)
or medium parameters (pH, elimination of inhibitors).

The reason of negative interactions called inhibitions can be found in toxic
metabolites production (bacteriocines, antibiotics or other metabolites), competition for
substrate consumption, or catabolites accumulation.

In many cases these data are only qualitative. Their quantifications (kinetics or
yield) would be useful. However, at the moment, the methods used for these estima-
tions are very heavy. New methods of measurement would permit to obtain a better
knowledge of these phenomena and to manage better the starter production and
utilization.

Key words : Lactic acid bacteria - Cooperation - Inhibition - Acidification - Catabolism
- Population dynamics.

Introduction

Le role des levains lactiques est double : d'une part, ils sont responsables
de l'acidification du lait, du fait de la production d'acide lactique; d'autre
part, leur métabolisme est a l'origine des modifications de texture et de flaveur
permettant  d'aboutir a la qualit¢ organoleptique du produit final (COGAN,
1980). Considérons l'exemple du yoghourt (ACCOLASetr al, 1980): la faible
valeur du pH final empéche le développement de germes indésirables (produc-
teurs de gaz, putréfiants), et évite le développement de germes pathogenes.
De plus, le métabolisme des souches est, en grande partie, responsable de la
qualit¢ organoleptique  du produit final. Dans le cas des fromages a pate cuite
(ACCOLASet al.,, 1980), la protéolyse joue un role fondamental: en modifiant
les propriétés  rhéologiques, et en provoquant 'apparition de composés
d'arbme (ou de précurseurs) ; l'acidification permet, quant a elle, d'éliminer
l'eau du caillé dans de bonnes conditions (phénoméne de synéreése). L'étude
des propriétés organoleptiques du beurre et des fromages a pate molle a
permis de mettre en évidence la dualit¢ des levains mésophiles (COGAN, 1980).
En effet, les cultures qui déterminaient un bon développement d'arbme conte-
naient en fait un mélange de deux types de bactéries lactiques, lun produisant
une plus grande quantit¢ d'acide lactique et l'autre produisant des quantités
d'ardbmes plus élevés.

Pour la fabrication de nouveaux types de pates ayant un pH et un degré
de minéralisation ¢élevé au démoulage (pates solubilisées), des associations de
Streptococcus thermophilus et de souches mésophiles sont utilisées (PERNODET,
1984). On ne dispose actuellement d'aucune information pour les interactions
entre ces souches.
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On peut classer les levains utilisés en deux grandes familles (STADHOUDERS
et LEENDERS, 1984) :

- Les levains mixtes (mixed strain starters des anglo-saxons), IIs sont
formés dun mélange de souches en nombre et en proportions indéfinis
contenant des souches acidifiantes et des souches aromatisantes. Ces souches
appartiennent a différents types lysotypiques et ont donc, en général, une
bonne activité acidifiante. Cependant, ~STADHOUDERSet LEENDERS (1984) souli-
gnent que, si un mélange de ce type n'est pas attaqué réguliecrement  par des
phages variés, une souche peut devenir dominante et ce mélange peut é&tre trés
sensible aux phages (ceux susceptibles d'attaquer la souche dominante). De
plus, la régularitt de la qualit¢ des fromages obtenus par cette méthode est
difficile a maitriser.

- Les cultures pures (single strain starters des anglo-saxons)  sont des
souches sélectionnées en vue d'obtenir une régularit¢ des propriétés organolep-
tiques et d'acidification. Cela exige une sélection rigoureuse, en particulier en
ce qui concerne la résistance aux attaques des bactériophages. Ces souches
peuvent ensuite étre mélangées dans les proportions  voulues suivant l'utilisa-
tion que l'on désire en faire.

LAWRENCEet al. (1984) montrent comment en Nouvelle-Zélande, en quel-
ques années, certains producteurs de Cheddar sont passés d'un travail avec 3
couples de Dbactéries ayant des lysotypes différents & wun seul couple de
bactéries du fait de leurs exceptionnelles  résistances aux phages.

Le type de produit a fabriquer détermine les levains a employer.  Ainsi,
pour les pates molles, les levains utilisés sont des bactéries mésophiles. On
peut utiliser des mélanges de souches pures de Streptococcus cremoris, Strepto-
coccus lactis, Streptococcus lactis subsp. diacetylactis et Leuconostoc.

Qui dit' association de cultures dit possibilit¢ d'interactions : si elles sont
bénéfiques pour l'une des souches ou les deux, on parlera alors de coopération
entre les cultures. Si elles sont néfastes pour l'une des souches ou les deux, on

parlera  d'inhibition. Le terme de coopération  regroupe donc les notions de
commensalisme  (interaction ayant un effet positif sur une des deux souches),
de mutualisme et de protocoopération (interactions  ayant un effet positif sur

les deux souches, la premiére notion impliquant le caractére impérieux de
l'interaction  pour la survie des deux organismes, a l'inverse de la seconde). Le
terme d'inhibition  désigne, quant a lui, les notions d'amensalisme (interaction
ayant un effet négatif sur une des deux souches) et de compétition, toutes
notions qui ont ¢été définies par FREDERICKSON(1977).

L'objectif de cette revue bibliographique est donc de faire le point sur
I'état des connaissances en matiére d'interactions entre les bactéries lactiques
utilisées en industrie laitiécre. Nous n'avons étudié que les phénoménes  d'inter-
actions « indirectes» (FREDERICKSON,1977), laissant volontairement de coté le
probléme des bactéries lysogénes. Nous examinerons donc successivement les
phénoménes  de coopération et les phénoménes  d'inhibition, puis nous évoque-
rons en conclusion, les conséquences  technologiques de tels phénoménes.
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1. Les phénomeénes de coopération

A. Mise en évidence

La coopération, qui se définit comme une interaction positive entre les
souches, peut étre mise en évidence de plusieurs manieres (tabl. 1).

1. Croissance des souches

Bien que la quantification rigoureuse d'une vitesse de croissance soit
complexe, il s'agit du critere le plus commun pour démontrer ce type d'inter-
actions. MOONet REINBOLI¥1976), dans leur étude sur un mélange de cultures
pures de L. bulgaricus et S. thermophilus ont prouvé l'existence d'une coopé-
ration en comparant les vitesses de croissance des souches, cultivées soit
seules, soit en mélanges. Ces auteurs ont montré que les taux de croissance
sont, eux aussi, améliorés en culture mixte. En utilisant une culture mixte ou
le rapport des nombres de L. bulgaricus/S. thermophilus est de l'ordre de 2
dans l'inoculum, le taux de croissance de S. thermophilus est plus du double
de celui obtenu avec une culture pure de la méme souche. Cette coopération
se traduit, en fin de phase exponentielle de croissance, par une augmentation
de 50 % du nombre de S. thermophilus en culture mixte par rapport aux
dénombrements effectués en culture pure. C'est aussi en comparant les crois-
sances que PEITE et LOLKEMAI1950a) avaient mis en évidence la coopération:
un simple comptage des bactéries indique que le nombre de cellules de S.
thermophilus aprés 3 h d'incubation a 45 "C est plus élevé dans le cas d'une
culture mixte avec L. bulgaricus que dans le cas d'une culture pure. ORIESSEN
et al. (1982) ont montré qu'il était possible de maintenir une population de L.
bulgaricus, dans une fabrication continue de yoghourts, avec des taux de
dilution deux fois plus élevés en culture mixte qu'en culture pure. Ceci
confirme a l'évidence la coopération entre les deux souches du point de vue
des taux de croissance.

2. Acidification

L'¢tude comparée de Il'acidification est certainement le critere le plus
couramment employé, dans le cas des bactéries lactiques. PEITE et LOLKEMA
(1950a) l'ont d'ailleurs utilis¢é conjointement avec la mesure de la croissance
des souches, en estimant la production d'acide lactique avec de la soude
décinormale (tabl. 1).

ACCOLASRt al. (1977) ont utilisé la méme méthodologie pour étudier les
propriétés acidifiantes des bactéries lactiques thermophiles. L'effet stimulant
d'une souche sur une autre était apprécié en comparant la quantité d'acide
produite par la culture mixte a la somme des quantités produites par les
cultures pures (fig. 1).

Enfin, HEMMEet al. (1981) ont mis en évidence l'effet stimulant d'extraits
de lactobacilles thermophiles sur la production d'acide de S. thermophilus, en
observant une diminution plus rapide du pH du milieu de culture aprés un
temps donné d'incubation, lorsqu'ils ajoutaient ces extraits.
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TABLEAU 1
Récapitulatif des principales études effectuées sur les facteurs stimulant

bulgaricus

Facteur
de stimulation
de L. bulgaricus

Formiate

Surnageants

de cultures

de streptocoques
- formiate
- adenine

Formiate
et pyruvate

Formiate
CO, HCO,

ou Streptococcus

thermophilus

thermophilus

bulgaricus

stimulating factors
Facteur
de stimulation M¢thode de mesures
de S. thermophilus
Vitesse moyenne
d'acidification
Surnageants

de cultures
de lactobacilles

Val, Glys, His,

Glu, Leu
Taux de croissance
(estimé en culture

continue)

Acides
(valine)

Numérations
et activités
acidifiante

ammes

Activité
protéolytique

Peptides  exogeénes

Filtrats de cultures
de L. bulgaricus

Protéinases
de Lactobacillus
Glu, Met,
Cys, Phe, His.
Glu-His, His-Glu,
Met-His-Glu,
Glu-His-Met

Vitesse
d'acidification

Tyr.,
Arg.

Complémentarité

entre  protéinases
de Lactobacillus
et aminopeptidase
de Streptococcus
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Fig. 1

Production d'acide de cultures mixtes de Streptococcus thermophilus ez de Lactobacillus,
et des cultures pures correspondantes (d'aprées ACCOLASet al., 1977).

Acid production by mixed cultures of S. thermophilus and Lactobacillus, and by
respective single strains (from ACCOLASet al., 1977).

a .l o.-.
A-A
b .-
A-A
Cc: .-
A-A
d: .-
A-A

Somme moyenne des acidités produites par les cultures pures de L. bulgaricus
369 et de S. thermophilus 160, 302, 368.

Average sum of acid production by single strains of L. bulgaricus 369 and S.
thermophilus 760, 302 and 368.

. Acidité moyenne des acidités produites par les cultures mixtes 369 + 160,

369 + 302, 369 + 368.
Average acidity produced by mixed strains 369 + 160, 369 + 302, and 369 + 368.

Somme moyenne des acidités produites par les cultures pures de L. bulgaricus
384 et de S. thermophilus 385.

Average sum of acid production by single strains of L. bulgaricus 384 and S.
thermophilus 385.

. Acidité moyenne produite par la culture mixte 385 + 384.

Average acidity produced by mixed strains 385 + 384.

Somme moyenne des acidités produites par les cultures pures de L. helveticus
303 et de S. thermophilus 160, 302, 368.

Average sum of acid production by single strains of L. helveticus 303 and S.
thermophilus 760, 302 and 368.

. Acidité moyenne produite par les cultures mixtes 303 + ']60, 303 + 302, 303 + 368.

Average acidity produced by mixed strains 303 + 160,303 + 362, and 303 + 368.

Somme moyenne des acidités produites par les cultures pures de L. lactis 242 et
de S. thermophilus 760, 302, 368.

Average sum of acid production by single strains of L. lactis 242 and S.
thermophilus 760, 302 and 368.

. Aciditémoyenneproduiteparlesculturesmixtes242 + 160,242 + 302,242 + 368.

Average acidity produced by mixed strains 242 + 160,242 + 302, and 242 + 368.
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3. Production de métabolites particuliers

Le phénoméne  de coopération entre les bactéries lactiques se répercute
également sur la production de métabolites dits secondaires.  Une coopération
entre souches peut é&tre bénéfique a la production de composés  d'aréme.
HAMDAN et al. (1971) ont montré que L. bulgaricus produisait plus d'acétaldé-
hyde que S. thermophilus mais que la somme des productions d'acétaldéhyde
en culture pure restait inférieure a la production  correspondante de la culture
mixte.

D'autres  critéres peuvent é&tre employés pour montrer cette coopération,
comme la mesure du temps de coagulation du lait, qui est plus court dans le
cas dune culture mixte que dans le cas de cultures pures (KOROLEVA et
KONDRATENKO,1982), ou comme I'évolution de la viscosit¢ du lait (GALESLOOT
et HASSING, 1973).

B. Coopération par production de nutriments azotés

Le lait est un milieu de culture relativement pauvre en composés azotés
de bas poids moléculaire (acides aminés et peptides). Selon THOMASet MILLS
(1981) la plupart des acides aminés libres trouvés dans le lait sont en concen-
tration trop faible pour obtenir des densités cellulaires importantes. Par exem-
ple, il n'y aurait respectivement que 34 et 27 % des concentrations  de leucine
et darginine requises pour une croissance maximale de la plupart des strepto-
coques lactiques.  Cette carence en acides aminés libres a été également
soulignée par MARSHALLet LAW (1984).

Il est maintenant bien connu que l'apport exogeéne d'acides aminés (PETTE
et LOLKEMA, 1950b; BRACQUARTet LORIENT, 1977, SHANKAR et DAVIES,
1977a ; BRACQUARTer al, 1978) ou de peptides (DESMAZEAUD et DEVOYOD,
1970; DESMAZEAUD et HERMIER, 1972; BRACQUARTet LORIENT, 1979) a un

effet stimulant sur la production d'acide des streptocoques  thermophiles. D'au-
tre part, I'hydrolyse et l'utilisation des protéines du lait comme source d'azote
ont ¢été clairement  démontrées. Des protéines du lait marquées au 14C sont

utilisées et leur radioactivité est suivie dans les protéines bactériennes  lors de
la croissance de S. cremoris dans le lait. L'activit¢ spécifique des protéines
cellulaires augmente, indiquant que les protéines du lait deviennent une source
d'azote de plus en plus importante avec l'accroissement de la densité cellulaire
(THOMAS et MILLS, 1981).

On peut s'attendre a ce que la coopération entre souches intervienne dans
le cas des cultures mixtes, du fait des fortes variations de l'activit¢é protéolyti-
que d'une espéce a une autre, ou méme, dune souche a une autre (LAW et
KOLSTAD, 1983). Par exemple, SHANKARet DAVIES (1977b) ont démontré le
role joué par L. bulgaricus dans la stimulation de S. thermophilus, en utilisant
des filtrats de culture du lactobacille ayant poussé¢ sur du lait. Les fractions
peptidiques,  obtenues a partir de ces filtrats par chromatographie échangeuse
d'ions, par filtration sur gel et par chromatographie sur papier, étaient forte-
ment stimulantes pour S. thermophilus, sans toutefois contenir d'acides aminés.
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HICKEYet al. (1983), MILLERet KANDLER(1967) et RADKE-MrrcHELLet
SANDINE(1984) ont ¢étudié la facult¢ des lactobacilles, de produire dans le
milieu de culture, des acides aminés a partir de caséinate de sodium, et ils ont
constaté que tous les lactobacilles testés possédaient une aminopeptidase géné-
rale (EC. 3.4.11.11). Les streptocoques thermophiles n'ayant pas d'enzyme
protéolytique extracellulaire, cela explique la stimulation de croissance obser-
vée par apport d'acides aminés ou de peptides (DESMAZEAUDI]983a).. Cette
production d'acides aminés par les lactobacilles a été également constatée par
RADKE-MnCHELILet SANDINE(1984) dans le yoghourt ou les acides aminés
libres représentent 1 % du total des protéines, soit une augmentation des taux
allant de 6 a 24 mg/l0OO ml. Comme, de son coté, S. thermophilus est doté de
peptide-hydrolases  intracellulaires  de spécificité  générale (DESMAZEAUD,
1983b), il peut utiliser les peptides exogénes comme source d'acides aminés.

THOMASet MILS (1981) ont souligné Il'importance des protéinases des
levains mésophiles, en étudiant la croissance dans du lait de souches défi-
cientes (dites souches prt" c'est-a-dire protéases négatives). Leur croissance est
fortement stimulée par l'addition d'un hydrolysat de caséines, ce qui suggere
que la croissance de tels organismes est stimulée, dans le lait, par les produits
de la protéolyse des souches prt". HEAPet RICHARDSON985) ont confirmé ce
phénomeéne, en constatant que les souches prt" n'atteignaient une densité
cellulaire normale que si des acides aminés ou des peptides ¢étaient ajoutés au
lait. D'une part, ces auteurs observent que chez les souches prt" la quantité de
protéines solubles reste plus élevée et la production d'azote non protéique
reste plus basse que chez les souches prt". Ils en déduisent que ces souches prt”
auraient une activité peptidasique plus faible que celle des souches normales.
Comme les levains mixtes commerciaux contiennent des mélanges de souches
normales, c'est-a-dire prt" et de souches prt", en quantit¢ non négligeable, cela
suggere que les souches normales, ont un effet stimulant sur la croissance des
autres souches. THOMASt MILLS (1981) attribuent d'ailleurs la stimulation de
S. thermophilus par L. bulgaricus & un taux de protéases plus élevé chez le
lactobacille, le comportement de S. thermophilus serait alors analogue aux
souches prt" de S. cremoris.

C. Coopération par modification des conditions physiologiques du milieu

Etant donné que le lait n'est pas un milieu de culture optimal pour les
bactéries lactiques, il est évident que des modifications de conditions physiolo-
giques peuvent avoir un role bénéfique pour les souches. Nous ne reviendrons
pas sur la modification de la teneur en acides aminés ou en peptides du lait,
mais nous nous attacherons aux conséquences de la modification du pH ou a
la possibilit¢ d'élimination des facteurs inhibiteurs.

1. Influence de la modification du pH

En étudiant l'influence de l'dge des cultures de lactobacilles sur la produc-
tion d'enzymes protéolytiques, EzzAT et al. (1982) ont montré que l'activité
spécifique d'exopeptidases des trois espéces étudiées (L. bulgaricus, L. helveti-
eus et L. lactis) augmentait pendant la phase exponentielle de croissance a
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40 "C. L'augmentation de l'activit¢é peptidasique, facteur de coopération
comme nous venons de le voir pourrait étre en relation avec la diminution du
pH du milieu.

COGANt al. (1981) ont mis en évidence le role du pH sur l'utilisation du
citrate par les Leuconostoc, bactéries habituellement présentes dans les levains
mésophiles producteurs d'arome. Parallélement, ces auteurs ont étudié le role
du pH sur lactivit¢ des enzymes productrices de composés d'ardbmes de
certains produits laitiers: ces enzymes ont une activit¢é maximale dans une
zone de pH voisine de 5,5. Cette augmentation d'activité explique ['utilisation
avantageuse de ces bactéries en culture mixte avec S. cremoris et!ou S. lactis
(MARSHALEt LAW, 1984).

Ces deux études montrent que la diminution de pH, plus rapide et plus
accentuée lorsque l'on a affaire a une culture mixte, a certainement un role
bénéfique sur au moins une des deux souches; elle pourrait intervenir en
augmentant la force proton-motrice des bactéries donc en augmentant I'énergie
métabolisable par l'intermédiaire du gradient de potentiel chimique du lactate
(KONINGSt OTIO, 1983). L'importance de ce phénoméne sera développée plus
loin.

2. Elimination de composés inhibiteurs

Les bactéries lactiques sont des organismes microaérophiles, voire stricte-
ment anaérobies pour certaines. Dans tous les cas, tout facteur diminuant la
quantit¢ d'Oz dissous dans le milieu de culture stimule leur croissance et
favorise la production d'acide. SHEKARt BHAT (1983) ont montré que les
bactéries lactiques induisaient, a des degrés divers, une diminution du taux
d'oxygeéne dans le lait. Leur incubation était en effet suivie d'une diminution
de la concentration en oxygeéne et en radicaux sulfhydryles libres. Comme un
échantillon témoin, ramené a la méme acidité par addition d'acide lactique, ne
montre pas ce phénoméne, les auteurs en ont conclu que l'oxydation des
groupes sulthydryles libres par l'oxygene est catalysée par le métabolisme des
bactéries lactiques. Les différences entre les cinétiques de diminution de
l'oxygene d'une part, et la sensibilit¢é des souches au facteur toxique oxygene
d'autre part, peuvent étre a l'origine d'une coopération entre les souches.
KANBEet VeHIDA (1985) ont confirmé ce phénoméne en montrant que des
cellules de Pediococcus halophilus consommaient de l'oxygéne, a des vitesses
spécifiques variant de 5,52 & 6,59 nmol/mn.mg de poids sec, avec du L-Ilactate
comme substrat.

Nous verrons dans la seconde partie que le peroxyde d'hydrogene peut
aussi inhiber les bactéries lactiques. REITER(1978) a montré que l'addition
d'agents réducteurs comme la cystéine réduisait le peroxyde d'hydrogene et
annulait donc l'inhibition. L'activité protéolytique des lactobacilles peut donc
interférer avec ce composé (on a vu qu'il y avait augmentation du taux
d'acides aminés libres sous leur action) et, ce faisant, lever l'inhibition.

L'activité inhibitrice des acides gras sur la croissance des streptocoques,
des lactobacilles et des Leuconostoc a été constatée a plusieurs reprises.
POZNANSK& al. (1968) ont montré que l'acide oléique, qui inhibe la crois-
sance et la production d'acide de L. helveticus, est, par contre, utilis¢ en
grandes quantités par S. lactis. 11 y a donc encore la possibilité de coopération.
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D. Autres phénoménes pouvant permettre une coopération

A la suite des travaux d'AuCLAIRet PORTMANRNY958), consacrés aux effets
stimulants du chauffage du lait sur la croissance ultérieure de souches de
bactéries lactiques, GALESLOO®t al. (1968) ont étudi¢ l'influence des condi-
tions de culture sur l'acidit¢é produite par un mélange de souches de L.
bulgaricus et S. thermophilus. Une souche de S. thermophilus est incubée dans
du lait écrémé chauffé 10 mn a 90 "C, sous atmosphére d'azote. A différents
stades de la croissance, le streptocoque est ¢éliminé par chauffage a 80 "C. L.
bulgaricus est alors incubé, et l'acidité produite est mesurée par titration a la
soude 0,1 N. L'activité acidifiante, que ces auteurs ont obtenue, est alors
comparable a celle qui est observée en ajoutant de l'acide formique au
mélange de souches cultivées sous air. Le phénomene a ¢été confirmé par
d'autres chercheurs, l'acide formique est stimulant quand il est présent dans le
milieu de culture a des taux d'environ 32 mg/l de culture (ACCOLASet al.,
1971 ; SHANKARt DAVIES,1978). HIGASHIQet al. (1978) mettent en évidence
un effet synergique des acides formique et pyruvique sur la stimulation.
ACCOLASt al. (1971) soulignent I'hypothése selon laquelle I'acide formique
serait impliqué dans la synthése de l'adénine, composé stimulant la croissance
(AUCLAIRet PORTMANNIO955). 11 a été aussi montré, en séparant les acides
gras volatils d'une culture de streptocoques par chromatographie, et en testant
l'activit¢ stimulante des fractions, que l'acide formique se trouvait dans le
milieu de culture a des taux d'environ 32 mg/l de culture (GALESLOO®: al.,
1968). VERINGAet al. (1968) sont ceux qui ont été le plus loin dans cette
recherche. S'ils montrent bien la présence d'acide formique dans les échantil-
lons prélevés en fin de culture, ceux-ci ne donnent pas la quantité initiale
d'acide formique dans le lait qu'ils ont utilis¢ (chauffé a 90 "C pendant 10 mn).
D'autre part, aucune cinétique de production d'acide formique par S. thermo-
philus n'a jamais été publiée. On peut donc se demander si S. thermophilus
stimule L. bulgaricus par la production de ce composé !

DRIESSENet al. (1982), en étudiant l'effet du taux de dilution sur L.
bulgaricus cultivé en continu a pH constant, ont montré que l'augmentation de
la concentration en CO, dans le milieu stimulait la culture. Concomitamment,
ces auteurs ont mis en évidence la production de CO, par S. thermophilus et
ont ainsi prouvé l'existence d'un autre facteur de coopération. REITERet ORAM
(1962) avaient déja remarqué cet effet du CO. lors de leur étude sur les
besoins en vitamines de souches pures de streptocoques, et ils l'avaient imputé
a lintervention du CO, dans la synthése de l'acide aspartique. TINSONet al.
(1982) interprétent la production de CO, par S. thermophilus comme la
conséquence de la décarboxylation, par une uréase, de l'urée présente dans le
lait. Bien que FARROWt COLLINS(1984) ne mentionnent pas I'existence d'une
uréase chez S. thermophilus comme caractére taxonomique représentatif de
l'espéce de S. thermophilus, nos résultats (2 paraitre) vont dans le sens de
ceux obtenus par TINSONet al. (1982).

On constate donc que I'étude des phénomeénes de coopération est a
poursuivre ; les données sont encore par trop fragmentaires et incompletes (en
particulier chez les bactéries lactiques mésophiles) et de nombreuses incerti-
tudes subsistent, d'autant que la plupart des études métaboliques ont été
effectuées avec des souches pures et que l'extrapolation aux cultures mixtes
doit étre faite avec prudence.
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Il. Les phénoménes d'inhibition

A. Mise en évidence

Nous avons défini les phénoménes d'inhibition comme le résultat d'une
interaction négative indirecte entre des souches cultivées ensemble. 11 est
évident que les critéres d'observation sont les mémes que ceux qui ont permis
de mettre en évidence une coopération, c'est-a-dire essenticllement la crois-
sance des souches et l'acidification du milieu- de culture.

BARIBOet FOSTER(1951) ont étudié la croissance de S. lacris et de
Lactobacillus  casei, cultivés ensemble ou séparément dans du lait écrémé. Dans
le cas de la culture mixte, la croissance du lactobacille était considérablement
ralentic aprés 9 h d'incubation. Ces auteurs rapportent également que la
production d'acide lactique par L. bulgaricus est considérablement amoindrie
lorsque cette souche est cultivée avec S lactis. L'étude des taux de croissance
a ¢également permis & DALY et al (1970) de mettre en évidence I'inhibition
d'une série d'organismes-tests choisis (divers Pseudomonas,  Vibrio, Salmonella,
Escherichia  coli et Clostridium  perfringens)  par S. lactis subsp. diacetylactis.
Lorsqu'une des souches tests ¢était incubée dans du lait stérile avec S. lactis
subsp. diacetylactis, soit a 21°C, soit a 30 "C, pendant 48 h, l'organisme-test
montrait des difficultés a croitre.

COLLINS1961) a observé que lorsque différentes souches de streptocoques
lactiques étaient cultivées ensemble dans du lait, I'une des souches dominait
souvent les autres. Cela l'a donc conduit a étudier Il'inhibition qui se manifeste
entre différentes souches de streptocoques.

Il est intéressant de noter que ces phénomeénes d'inhibition causés par les
bactéries lactiques peuvent également s'exercer contre de nombreux organismes
étrangers  (staphylocoques, clostridies, streptocoques non lactiques, bactéries
coliformes). Les causes de ces phénoménes d'inhibition sont nombreuses et la
plus étudiée est vraisemblablement la production de bactériocines comme nous
allons le voir maintenant.

B. Production de bactériocines et d'antibiotiques

La production de bactériocines par les bactéries lactiques est une cause
d'inhibition connue depuis longtemps. Les bactériocines se définissent par:

- une activit¢é antibactérienne au spectre d'action généralement étroit
(méme espece ou espece apparentée)

la présence d'une partiec peptidique ;
une inactivation par les protéases ;
leur thermostabilité.
De nombreuses substances inhibitrices ont été mises en évidence chez les

bactéries lactiques. MATTICKet HIRSCH (1944) ont montré que certaines
souches de S. lactis produisaient une substance ayant des propriétés inhibitrices
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marquées. Cette substance a été purifiée et dénommée « rusme », De part son
spectre  d'action trés ¢tendu (aussi bien chez les lactiques qu'ailleurs), et en
raison de sa puissance d'action, la « nisine » a ét¢ assimilée a un antibiotique.
C'est aussi pour ces raisons que la nisine est employée comme agent de
conservation  dans certaines industries alimentaires (HURST, 1978). C'est certai-
nement l'antibiotique qui a été le plus étudié parmi ceux que produisent  des
bactéries lactiques. HIRSCH (1951) a ¢étudié la synthése de cet antibiotique  par
S. lactis. 11 a montré que sa synthése se déroule en deux étapes. Il y aurait
synthése d'une protéine: la « pronisine », et ce précurseur serait converti en
« nisine » au niveau de la membrane. Le polypeptide formé a un poids
moléculaire de 3 500 daltons, mais ne serait actif que sous forme de dimeére.
L'action inhibitrice n'apparait qu'en fin de phase exponentielle de croissance
de l'organisme producteur et passe par une adsorption de l'antibiotique  sur les
parois. HURST (1978) a dailleurs montré que l'insensibilité de la souche
productrice  était reliée a la concentration intracellulaire  des ions calcium. Une
forte concentration en Ca? induirait des changements de conformation et il
s'ensuivrait une inactivation de la « nisine », incapable alors de s'adsorber  sur
la paroi Dbactérienne. Le mode d'action de cet antibiotique sur les souches
sensibles reléve vraisemblablement de ce schéma.

De nombreuses autres substances inhibitrices ont ¢été mises en évidence
chez les bactéries lactiques (BABEL, 1977). Ainsi, DAVEYet RICHARDSON(1981)
ont confirmé que certaines souches de S. cremoris produisaient une substance
inhibitrice, la diplococcine. DAVEY (1981) a étudi¢ l'effet de cette bactériocine
sur la viabilit¢ des cellules en phase logarithmique de croissance. Il a ainsi
montré que la diplococcine  était surtout active contre les souches de S. lactis
et de S. cremoris, en observant une diminution rapide du nombre de cellules
viables a 30 "C, avec une perte totale de wviabilit¢é aprés 3 h. L'age de la
culture incubée a un rdle considérable, puisque des cellules en phase station-
naire de croissance, dans les conditions de l'expérience  précédente, ne mon-
trent qu'une diminution de deux logarithmes  décimaux dans le nombre de
survivants. Cela s'explique par le fait que la diplococcine agirait sur la synthése
d'ADN et d'ARN, en deux ©étapes.

S. thermophilus produirait  également  une bactériocine  de faible poids
moléculaire,  thermorésistante, active contre des souches de S. lactis (PULUSANI
et al, 1979; SMACZNYet KRAMER, 1984) ; L. bulgaricus produirait de I'acido-
philine (SHAHANI et al, 1976, 1977). D'autres composés (lactocine B, lactocine
27) ont aussi ét¢ mentionnés (BAREFOOTet KLAENHAMMER,1981, 1983) ; UPRETI
et HINSDILL, 1973, 1975). S. lactis subsp. diacetylactis élaborerait  également
une substance inhibitrice, la « lactostrepcine  », qui est pleinement active dans
une gamme de pH allant de 4,2 et 5,0 et qui a un spectre d'action restreint,
limit¢ a des Leuconostoc et a des L. helveticus (KOZAK et al., 1978). Il semble
d'ailleurs que l'existence de ces bactériocines ne soit pas reconnue par tous,
comme l'est celle de la nisine ou celle de la diplococcine, car beaucoup de ces
substances n'ont pas été suffisamment bien caractérisées.  Une certaine confu-
sion existe dans ce domaine. Par exemple, SPILLMANNet al. (1978) n'ont pas
réussi & confirmer l'existence de I'acidophiline et dun autre antibiotique
produit par L. bulgaricus décrits précédemment par SHAHANI et al. (1976,
1977). Avec les mémes souches, ils n'ont réussi & mettre en évidence, que
l'effet inhibiteur de l'acide lactique.
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C. Le systeme lactoperoxydase-thiocyanate-peroxyde  d'hydrogeéne

Ce mode d'inhibition met en jeu trois facteurs, dont deux sont naturelle-
ment présents dans le lait: la lactoperoxydase (EC 1.11.1.7.) issue de la
glande mammaire des bovins et le thiocyanate (SCN) qui, provenant de
I'alimentation du bétail, se retrouve dans le lait a des concentrations de 1 a 10
ppm (REITER et HARNVULD,1984). Le troisiéme facteur est le peroxyde
d'hydrogéne, HzO; qui, lui, provient du métabolisme des lactobacilles (DAHIYA
et SPECK,1968) ou des streptocoques (REITER, 1978 ; GRUFFERT¥t CONDON,
1983) cultivés en aérobiose partielle mais qui n'est pas naturellement présent
dans le lait.

La lactoperoxydase se combine avec le peroxyde d'hydrogéne pour oxyder
le thiocyanate en un produit d'oxydation a courte durée de vie. Ce composé
serait responsable des phénomeénes d'inhibition de la croissance et de l'activité
des bactéries lactiques (ORAMet REITER,1966). 1l semblerait que les streptoco-
ques soient capables, au moins partiellement de neutraliser le produit d'oxyda-
tion du systéme lactoperoxydase-thiocyanate  ou de réparer les dommages
causés (REITERet HARNVULD,]984). Ceci expliquerait ainsi pourquoi le sys-
téme n'est que bactériostatique contre les streptocoques et les lactobacilles,
alors qu'il est bactéricide pour les bactéries coliformes, les Pseudomonas, etc.
qui, eux, seraient incapables de surmonter I'inhibition.

Il apparait donc que le peroxyde d'hydrogéne peut étre auto-inhibiteur.
Cependant, toutes les bactéries lactiques ne produisent pas suffisamment de ce
composé¢ pour que le systéme lactoperoxydase-thiocyanate  soit activé. Mais,
dans le cas d'une culture séquentielle de plusieurs souches, une bactérie
produisant peu de peroxyde dhydrogéne peut étre inhibée par le systéme
lactoperoxydase-thiocyanate  qui a été activé par une autre souche. Ainsi
GILLILANI2t SPECK(1977) ont montré que Lactobacillus acidophilus est inhibé
par L. bulgaricus lorsqu'il est ajouté dans le yoghourt conservé au froid.
Comme l'incubation de cette souche dans du lait acidifié artificiellement
n'aboutissait pas a une inhibition alors que l'addition de catalase au yoghourt
levait l'inhibition observée, les auteurs en ont conclu que c'était bien Ie
systétme lactoperoxydase-thiocyanate  qui, activé par le peroxyde d'hydrogéne
produit par L. bulgaricus, inhibait la culture de L. acidophilus. ARCHIBALIbt
FRIDOVITCH1981) ont mis en évidence une relation entre ['équipement en
pseudocatalase, catalase, superoxyde dismutase ou Mn++ et la résistance des
bactéries lactiques a l'oxygéne dissous dans le milieu de culture.

D. Compétition vis-a-vis du substrat

Lorsque plusieurs souches sont mises en culture dans un méme milieu,
elles entrent nécessairement en compétition, si elles utilisent le méme substrat.
C'est ce qui se passe avec les bactéries lactiques utilisant le lactose. HUGEN-
HOLTZet VELDKAMR1985) ont étudi¢ les changements de composition de
mélanges de souches de S. cremoris mises en culture continue dans du lait,
changements qui sont les conséquences des différences entre les taux de
croissance spécifiques maxima. Ces auteurs ont déduit de ces résultats une
courbe représentant les relations théoriques entre le taux de croissance spécifi-
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que maximum et la concentration en lactose. Comme le lactose est en forte
concentration dans le lait, il apparait clairement qu'une des souches sera
amenée a disparaitre (fig. 2).

La compétition ne peut avoir lieu que sur une fraction du lactose. En
effet, dans le cas de cocultures de S. thermophilus et L. helveticus, le
streptocoque  assimile mal le galactose (THOMASt CROW, 1983). De plus, L.
helveticus  assimile d'abord le glucose avant d'assimiler le galactose (TURNERet
al,, 1983). Il existe donc, au début de la fermentation, une utilisation simulta-
née du méme substrat par deux souches différentes. Par la suite, seule
l'activité de L. helveticus peut s'exprimer.

Ce type d'inhibition par compétition a ¢été également analysé dans le cas
de l'association de S. thermophilus  avec L. bulgaricus (MOON et REINBOLD,
1976). Dans les conditions optimales de stimulation de la production d'acide,
clest-a-dire a 37 "C, S. thermophilus  croit plus rapidement que L. bulgaricus,
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Evolution du rapport de la souche S. cremoris HP a la souche S. cremoris ML 1 en
culture continue (d'aprés HUGENHOLTz et VELDKAMP, 1985).

Evolution of the ratio of strain S. cremoris HP to strain S. cremoris ML 1 in continuous
culture (from HUGENHOLTZ and VELDKAMP, 1985).

Les deux souches sont cultivées en chémostat, le lactose est en quantité limitante. La
détermination du nombre de bactéries de chaque souche se fait par étalement sur gélose
et incubation sous différentes atmospheres. (Les deux souches ne supportent pas le CO:
de la méme maniere).

The culture of the two strains is made in a chemostat, in which lactose is present at a
limiting rate. Bacteria numeration is performed by spreading on ge/ose, and tiy incuba-
ting under different atmospheres (Each strain has his own way of enduring CO:).
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ce dernier se développant moins activement en culture mixte que lorsqu'il est
cultivé seul. Cette inhibition du lactobacille a été interprétée, par les auteurs,
comme le résultat d'une utilisation rapide de quelques nutriments essentiels par
S. thermophilus, aux dépens du lactobacille. Cette hypothése est dailleurs
suggérée par le fait que la température optimale de croissance de S. thermo-
philus (40-45 "C) est plus proche de la température optimale de stimulation de
la production d'acide (37 "C) que celle de L. bulgaricus (45-50 "C). Mais cet
argument est-il suffisant?

E. Rejet de produits du catabolisme

Peu d'informations sont disponibles sur les produits du métabolisme cellu-
laire susceptibles de limiter la croissance des bactéries lactiques. La production
d'acide lactique est la cause la plus importante de l'inhibition de la croissance
et de l'activité des bactéries lactiques.

L'acide lactique produit se trouve en solution et est sujet a 1'équilibre
suivant:

CH; - CHOH - COOH * HzO:;=:'CH; - CHOH - COO- <+ H;0+

En milieu acide la forme moléculaire domine, en milieu alcalin ou neutre
la forme ionisée est quantitativement plus importante. Ces deux formes sont a
l'origine de deux types d'inhibition, I'une d'elles devenant prédominante,
suivant les conditions de pH. Si le pH n'est pas maintenu constant, c'est l'ion
H30+ qui est inhibiteur. Si le pH est régulé a un pH peu acide (pH 6,0 par
exemple), l'ion CH; - CHOH - COO- est alors présent en quantité plus impor-
tante; dans ce cas, l'inhibiteur est proche d'une inhibition par excés de
concentration  saline, et ne reléve plus de la concentration en ion H3;O0+. Ces
deux systémes d'inhibition sont trés différents et peuvent ne pas avoir le méme
effet sur des cultures associées. Prenons l'exemple de cocultures de S. thermo-
philus avec L. bulgaricus:

- si le pH n'est pas régulé, L. bulgaricus continue a croitre aprés arrét
de la croissance de S. thermophilus (ACCOLASet al, 1977) ;

- sile pH est régulé (entre 5,5 et 6,5), la croissance des deux souches
s'arréte  en méme temps (résultats a paraitre).

A pH régulé, l'inhibition par les ions H;0+ qui est différente pour les deux
souches disparait ; par contre, elle laisse place a un autre facteur limitant qui
peut étre un substrat manquant ou une inhibition par le lactate de sodium.

La principale modification des conditions physico-chimiques du milieu,
responsable de phénoménes d'inhibition est trés certainement le gradient de
protons di a la production d'acide lactique (fig. 3). En effet, le taux de
croissance que peuvent atteindre certaines bactéries lactiques est considérable-
ment augmenté si le pH du milieu de culture est maintenu constant (BERGERE,
1968; GILLILAND et SPECK, 1968). Le phénoméne a été constaté par de
nombreux autres chercheurs.

KONINGSet orro (1983), orro et al. (1983) ont analysé les conséquences
des variations de milieu sur la contribution de l'efflux de lactate a 1'énergie
métabolique de S. cremoris en culture discontinue, par 1'é¢tude de la force
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proton-motrice et du gradient de lactate au cours de la croissance. Le rapport
gradient de lactate/force proton-motrice diminue pendant la croissance de la
souche. Cette diminution du rapport indique une baisse de la stoechiométrie
H+/lactate, et donc une diminution de la contribution de l'efflux de lactate a
I'énergie métabolique.

Milieu acide

Fig. 3

Schéma du processus de synthése et d'utilisation de ['énergie chez les streptocoques
(d'aprés konINGs et orro, 1983).

Scheme of metabolic energy-generating and energy-consuming process in streptococci
(from koninGs and orro, 1983).

Quatre systemes liés a la synthese d'ATP sont visibles sur ce schéma:
Four systems related to A TP synthesis are emphasized on this scheme.

1) la synthese d'ATP a partir du substrat;
ATP synthesis from substrate ;

2) le couplage de la sortie d'ions H+ avec la sortie d'ions lactate (2H+ par lactate) ;
coupling of lactate and protons outflows (2 H+ per lactate) ;

3) le couplage de la sortie de protons avec consommation d'ATP ou d'entrée de protons
avec production d'ATP;
coupling of protons outflow or inflow with respectively A TP consumption or produc-
tion;

4) le couplage de l'entrée de solutés avec une entrée de protons.
coupling of solutes and protons inflows.

La sortie de protons par le systeme (2) couplé avec l'entrée de cet ion par le systeme (3)
aboutit a la synthése d'ATP, tant que la concentration interne en lactate est plus élevée
que sa concentration externe.

Protons outflow through system (2) coupled with its inflow through system (3) results in
A TP synthesis, as long as inside lactate concentration remains higher than outside lactate
concentration.
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Ces mémes auteurs ont montré, que lorsque le pH du milieu diminue,
l'organisme en croissance maintient son pH interne a une valeur constante de
6,6, ce qui implique donc la formation d'un gradient de pH. Or, a la fin de la
phase exponentielie  de croissance, le pH ne peut plus étre maintenu constant,
vraisemblablement par manque d'ATP. 11 chute brutalement (fig. 4), le gra-
dient de pH disparait, les activités enzymatiques  diminuent. Dans ces condi-
tions, la forte acidité du milieu de culture influe sur l'activité, entre autres, des
enzymes protéolytiques. ACCOLAS et al. (1980) signalent que l'activité de
I'nexokinase, d'une souche de S. thermophilus est ralentie par les bas pH, a la
différence  d'autres enzymes de la glycolyse. Cette diminution d'activit¢ pour-
rait freiner la poursuite de la glycolyse et, en définitive, affecter la croissance
de la souche.

D'autres  bactéries lactiques sont mieux armées pour continuer a croitre a
de bas pH. Rappelons que la production d'acide lactique est couplée a la

réoxydation du NADH en NAD nécessaire au bon fonctionnement de 1la
glycolyse.
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Fig. 4

Evolution du pH, de la force proton-motrice et du gradient de lactate chez S. cremoris
pendant la croissance (d'aprés konings et DITo, 1983). Croissance en culture discontinue
sur milieu complexe avec du lactose comme source d'énergie.

Evolution of the pH, the proton motive force and the lactate gradient in S. cremoris
during growth (from xoniNnGs and DITo, 1983). Growth in batch cultures on complex
medium with lactose as sole energy source.

Force proton motrice (e), différence de potentiel membranaire (0), gradient de pH ("),
gradient de lactate (!'.), concentration en protéines cellulaires (...).

Proton motive force (e), membrane potential (0), pH gradient ~), lactate gradient (!'.),
cell protein concentration (...).



166 V. JUILLARD et al.

Certains  microorganismes (S. lactis subsp. diacetylactisi  ont un autre
moyen de réoxyder le NADH a partir du pyruvate. Ils forment du 2-3
butyléne glycol, du diacétyle et de l'acétoine (SEPCKMANet COLLINS, 1968) qui
sont tous des composés neutres. Leur synthése est aussi couplée a la réaction
de réoxydation du NADH. Ces bactéries disposent ainsi de voies métaboliques
qui leur évitent de transformer tout le pyruvate en acide lactique sans bloquer
la glycolyse. Cette possibilit¢ semble d'ailleurs s'exprimer principalement a pH
bas (COLLINS, 1972). De plus, le 2-3 butylene glycol peut étre reconsommé  par
la suite. De telles régulations sont & méme de modérer l'effet inhibiteur du
métabolisme  d'autres souches dans des cultures mixtes.

WRIGHT et KLAENHAMMER(1984) ont mis en ¢évidence l'effet inhibiteur du
phosphate  sur la croissance et la production d'acide de L. bulgaricus, a des
concentrations de l'ordre de 1 a 2 % dans le lait. Ce phénoméne  d'inhibition
par des ions et son influence sur les cultures mixtes ont été trés peu étudiés,
bien que la modification des conditions ioniques du milieu de culture des
bactéries lactiques ait certainement un rdle important sur la croissance de ces
organismes. I1 est évident que l'inhibition de la croissance est lie a la
concentration en ions (par exemple, l'ion lactate). L'utilisation de milieux
ayant des concentrations ioniques élevées va favoriser ces inhibitions.

me mo oco,*xO‘Z
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Fig. 5

Détermination du Ki du galactose (d'aprées GREENBER(et MAHOMEY,1982). Le Ki a été
déterminé par l'étude de l'hydrolyse de I'ONPG par la 13-galactosidase de S. therrnophi-
lus dans un tampon phosphate pH = 7,0 a 37 OC.

Ki determination of galactose (from GREENBERGnd MAHOMEY,1982). Ki was determined

by studying the ONPG hydrolysis by S. thermophilus [3-galactosidase in a phosphate
buffer pH 7.0 at 37 OC.
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I a ét¢ établi que le galactose est responsable d'une inhibition  de
croissance  de souches de S. thermophilus (SOMKUTI et STEINBERG, 1979).
L'é¢tude de l'hydrolyse de l'ortho-nitrophényl-13-galactopyranoside (ONPG), en
tampon phosphate de potassium, a permis a GREENBERGet MAHONEY (1982) de
montrer que le galactose est un inhibiteur compétitif de la 13-galactosidase  de
S. thermophilus, de paramétre cinétique Ki = 60 mM (fig. 5). Compte tenu du
fait que peu de galactose est consommé par S. thermophilus dans le cas de
cocultures de cette espéce avec dautres a pH constant, cela peut é&tre une
explication de l'inhibition de ces bactéries en fin de. croissance. D'autant que
dans le cas dune telle culture, le taux de galactose dans le milieu est plus
¢levé que dans le cas de souches isolées.

L'étude de l'activit¢ antimicrobienne  de souches de S. lactis subsp. diacety-
lactis et de Leuconostoc cremoris (BRANEN et al., 1975) a montré que certaines
souches de Pseudomonas étaient inhibées, et que les acides organiques issus du
métabolisme de ces deux bactéries lactiques étaient des agents inhibiteurs.
Cependant, l'action de ces acides sur les souches de bactéries lactiques n'a
malheureusement pas ¢été recherchée. Il y a donc une possibilit¢ d'inhibition
qui serait a confirmer.

lll. Conclusion

La coopération et l'inhibition entre les bactéries lactiques utilisées en
industrie  laiticre mettent en jeu, nous l'avons vu, des mécanismes de diverses
natures. Il s'ensuit deux conséquences.

S'il s'agit d'une coopération, l'acidification sera plus rapide; il en sera
de méme de l'obtention des propriétés rhéologiques  recherchées.  Inversement,
s'ill y a inhibition, on observera un retard d'acidification.

- La seconde conséquence est quun levain complexe utilis¢ en industrie
n'aura pas, presque a coup sir, la méme composition lorsqu'il est cultivé pour
la premiére fois et aprés un certain nombre de repiquages. Le rapport des
souches composant le levain utilis¢ peut étre modifié, et ces modifications
peuvent altérer les performances du levain. Ces phénoménes posent évidem-
ment des problémes considérables en industrie, comme la régularit¢ d'acidifica-
tion, la régularit¢ de l'obtention  des propriétés conduisant aux qualités du
produit final (aromes, golit, texture ...). Cela signifie donc que l'emploi des
levains complexes en industrie laiticre, bien qu'il présente des avantages
(résistance  aux phages, caractéristiques aromatiques de certains fromages),
n'est pas sans contraintes. Ces contraintes sont d'autant plus pesantes que
l'empirisme  fait encore trop souvent loi dans l'emploi de ces levains (presque,
exclusivement, dans le cas des mésophiles type «Flora Danica »), En effet,
beaucoup reste a faire dans l'étude des phénoménes de coopération et d'inhibi-
tion et de trop nombreuses  affirmations ne sont encore que le fruit dhypo-
théses  insuffisamment vérifiées ou d'extrapolations fondées sur I'é¢tude de
souches pures. Or, la maitrise des levains passe par la connaissance des
paramétres  régulant les métabolismes  des souches utilisées en mélange dans les
levains, celle-ci incluant, bien entendu, les phénomenes de coopération et
d'inhibition  qui peuvent se produire simultanément.
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Ces contraintes ne pourront pas €tre surmontées autrement que par une
recherche pluridisciplinaire consacrée a la conduite des cultures et au fonction-
nement des régulations des systémes biologiques utilisés ainsi qu'a la connais-
sance de leur support génétique. Ce n'est qu'a partir de ces connaissances de
base qui nous manquent que l'on pourra savoir si une seule souche pourra
donner naissance a un fromage ayant des qualités organoleptiques données, ou
si la conduite raisonnée de cultures mixtes est mieux appropriée a cette fin.
Etant donné la variété des fromages, il semble que ces deux stratégies de
recherches envisagées pour améliorer et/ou régulariser l'obtention d'une bonne
qualité pourra dépendre du type de fromage et de ce fait, ces deux voies de
recherches ne sont pas contradictoires.

Regu le 15 mai 1986.
Accepté pour publication le 3 septembre 1986.
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