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Activites enzymatiques: glycosidases et peptidase chez 
Leuconostoc oenos au cours de la croissance bacterienne. 

Influence des macromolecules de levures 
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R e s u m e: Les macromolecules d'origine parietale (polysaccharides et proteines} liberees_ 
apres autolyse de Saccharomyces cerevisiae stimulent fortement le developpement de L. oenos en 
milieu synthetique. Ceci se traduit par un raccourcissement de la phase de latence et par une aug
mentation de la biomasse formee. Differentes activites enzymatiques (a-D et �-D-glucosidases, 
N-acetyl-13-D-glucosarninidase, peptidase}, mesurees sur cellules entieres de L. oenos, augrnentent 
significativement des la phase de latence lorsque les bacteries sont cultivees en presence de ces 
macromolecules de levures. Les deterrninations du pH optimum et de la temperature optimale des 
trois osidases, parietales pour !'a-D-glucosidase et la �-D-glucosidase et endocellulaire ou peri
plasmique pour la N-acetyl-13-D-glucosaminidase, montrent que L. oenos possede un equipement 
enzyrnatique fonctionnel au pH du vin et aux temperatures de conljervation du vin capable 
d'hydrolyser partiellement les macromolecules de levures, naturellement presentes en fin de fer
mentation alcoolique dans le milieu. 

Osidasic and peptidasic activities in Leuconostoc oenos during bacterial growth. 
Influence of macromolecules of yeasts 

Su m m a r  y: Cell-wall polyosides and proteins liberated by Saccharomyces cerevisiae after 
autolysis stimulated the growth of Leuconostoc oenos in a synthetic environment by a shortening 
of the latence period and a marked increase of bacterial biomass. Activities of a-D and �-D-glu
cosidases, N-acetyl-�-D-glucosarninidase and peptidase, in whole cells of L. oenos, increased 
from the latence period on lactic acid bacteria cultivated with these macromolecules. Tempera
ture optima and pH optima of cell-wall bound a- and 13-glucosidases and of soluble N-acetyl-�
glucosarninidase, indicated that L. oenos is able to hydrolise partially the yeast's macromolecules 
present in the wine at the end of alcoholic fermentation. 

Ke y w o r d s: Leuconostoc oenos, osidases, peptidase, macromolecules of yeasts. 

Introduction 

L'addition au vin d'ecorces ou de broyats de levures (LONVAUD-F'uNEL, et al. 1985; 

Gun.Loux-BENATIER et FEun.LAT 1991) ameliore nettement la fermentescibilite malo

lactique. Pour certains auteurs (EDWARDS et BEELMAN 1987; PARASKEVOPOULOS 1988), 

ceci serait dil pour une large part a une detoxification du milieu par adsorption de 

certains acides gras, presents dans le vin et inhibiteurs des bacteries, sur les macro

molecules de nature glucidique ou proteique des ecorces de levures. 

Cependant, un autre mode d'action, d'ordre nutritionnel, peut etre envisage 

puisqu'il a ete montre que pour certains vins les teneurs en sucres reducteurs 

(CosTELLO et al. 1985) et en certains acides amines (DAVIS et al. 1986) augmentent 

apres la fermentation malolactique. L'hydrolyse de polysaccharides et de proteines 
du vin par les bacteries pourrait expliquer ce phenomene, meme si aucune activite 

proteasique n'a encore ete mise en evidence chez les bacteries du vin (DAvrs . et al. 
1988). 
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Au cours de cette etude, nous avons prepare des macromolecules levuriennes pre
sentes naturellement dans le vin en fin de fermentation alcoolique et constituees 

essentiellement de sucres et de proteines. Nous avons teste !'influence de ces macro

molecules sur la croissance deL. oenos en milieu synthetique et sur differentes activi

tes enzymatiques de cette bacterie mises en evidence qualitativement par CAVIN 

(1988): a-D et 13-D-glucosidases, N- acetyl-13-D-glucosaminidase et peptidase, puis 

nous avons determine les caracteristiques de fonctionnement de ces activites enzyma

tiques. 

Materiels et methodes 

1. B a e t  e r i  e s  e t  m i l i e u x  d e  c u l t u r e: L. oenos Dll, selectionnee par le 

Laboratoire d'CEnologie de l'Universite de Bourgogne ( GUILLOUX- BENATIER et 
GERBAUX 1987), est commercialisee par CEnofrance sous le nom de «Malolactine 0>>. 

Elle est cultivee a 25 oc dans un milieu totalement synthetique (LONVAUD-FuNEL 
1986). Selon les besoins de !'experience, ce milieu a ete utilise tel quel ou a fait l'objet 
de modifications qui seront precisees au niveau des resultats: pH, teneurs en sucres, 
addition de macromolecules en solution aqueuse apres filtration sterile sur membrane 

Millipore 0,2 f1ID. 

La croissance bacterienne est suivie soit par numeration sur milieu gelose FT80 
(CAVIN 1988), soit par la mesure de la densite optique a_600 nm du milieu de culture a 
l'aide d'un spectrophotometre Coming 253. Une unite de densite optique equivaut a 
1,6 · 109 unites formant colonies par ml (UFC/ml) et a 0,5 mg de biomasse seche par 

ml. 
2 .  M a c r o  m o l e c u l e s  d e  l e v u r e  s :  Les macromolecules de levures localisees 

dans les parois sont recueillies apres autolyse de 48 h de levures seches (S. cerevisiae: 
souche <<Levuline BRG» var. cerevisiae et souche <<Uvaferm BC» var. bayanus) selon la 

technique utilisee par FEUILLAT et al. (1989), puis par precipitation a I' ethanol du sur

nageant (USSEGLIO-TOMASSET 1976) et sechage a l'ether. Elles sont constituees de 95 a 

98% d'oses totaux (dosage par DUBOIS et al. 1956) et de 0,5 a 4% de proteines (dosage 

par LOWRY 1951). ll s'agit essentiellement de mannoproteines ou de peptidomanannes 
(FREYSSINET 1988). 

3 . Re c o l t e e t  b r o y a g e  d e s  b a c t e r  i e s : Les cellules sont separees de leur 
milieu de culture par centrifugation (20 min a 6500 g a, 5 °C), puis lavees deux fois de 

suite avec NaCl 155 mM.·Pour le broyage, les cellules sont reprises dans NaCl 155 mM 

a une concentration d'environ 2 mg de cellules (poids sec) par ml et soumises aux 
ultra-sons (Vibra Cell Sanies Materials) pendant 3 min selon la technique de 

TOURDOT-MARECHAL (1991). 

4 .  M e s u r e  d e  l ' a c t i v i t e· p e p t i d a s i q u e  -la methode utilisee derive de 

celle de SOMVILLE et BILLEN (1983): A 2 ml de suspension bacterienne reprise apres 

lavage dans un tampon sterile pH 7 (KH2P04 0,1 M, NaOH 0,1 M), on rajoute lOO f1l 

d'une solution alcoolique 42 mM de L-serine 13-naphthylamide. La fluorescence de la 

13-naphthylamine, produite apres hydrolyse de la liaison peptidique, est mesuree sur 

40 mina I' aide d'un Aminco-Fluoro-Colorimeter. L'activite peptidasique (repetabilite 
5 %) est exprimee en unite d'activite (U = 11mole de 13-naphthylamine apparue par 

min) par gramme de bacteries seches (Km experimental= 0,42 mM, SoN 1990). 

5 .  M e s u r e  d e s  a c t i v i t e s  a -D e t  13 -D - g l u c o s i d a s e s  e t  N - a c e 

t y l -13 -D - g l  u c o  s a  m i n i d a s e  

5.1 par fluorescence -la methode utilisee derive de celle de SOMVILLE (1984): A 

2 ml de suspension bacterienne reprise apres lavage dans un tampon sterile pH 7 ,5 



Osidases au cours de la croissance bacterienne 53 

(KH2P04 0,1 M, NaOH 0,1 M), on rajoute 50 t-'.1 d'une solution aqueuse 61,5 J.LM du 
4-methylumbelliferyl glucoside correspondant. La fluprescence de la 4-methylumbel
liferone. (4MU) produite par hydrolyse enzymatique du substrat est mesuree sur 
40 min a l'aide d'un Aminco-Fluoro-Colorimeter. Les activites osidasiques (repetabi
lite 7 %) sont exprimees en unite d'activite (U = nmole de 4MU apparue par min) par 
gramme de bacteries seches (Km experimental= 0,14 J.LM pour 4MUo:G, 0,06 J.LM pour 
4MU�G et 0,08 J.LM pour 4MU Nacetyl�G, SoN 1990). 

5.2. par colorimetrie -la methode est celle decrite par BLONDIN et al. (1983): Les 
substrats utilises sont les glycosides correspondants du p-nitrophenol (pNP): pNPo:G, 
pNP�G et pNPN-acetyl'-�G qui liberent apres hydrolyse enzymatique du pNP colore 
en jaune en milieu alcalin. Cette methode a ete utilisee pour determiner le pH opti
mum et la temperature optimale des trois osidases. 

Resultats et discussion 

1. S t i m u l a t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e  d e  Le u c o n o s t o c  o e n o s  
e n  m i l i e u  s y n t h e t i q u e  p a r  a d d i t i o n  d e  m a c r o m o l e c u l e s  
d e  1 e v u  r e s :  L'effet des macromolecules de <<Levuline BRG>> est teste vis-a-vis de 
L. oenos dans milieu synthetique enrichi en glucose et fructose a 2,5 g/1. L'addition 
des macromolecules favorise tres nettement la multiplication bacterienne; apres 4 d 
de culture, la biomasse formee est superieure d'un facteur 2 pour le milieu a pH 4,5 
(pH optimum de croissance): 0,384 pour 0,187 mg/ml et d'un facteur 1,9 pour le milieu 
a pH 3,5 (pH limitant): 0,053 pour 0,028 mg/ml. 

La croissance de Leuconostoc oenos a ete sui vie dans le milieu de culture a pH 3,5 
enrichi ou non en sucres reducteurs et additionne ou non de macromolecules de <<Uva
ferm BC>> a la dose de 1 g/1 (Fig. 1). Conformement a d'autres resultats (PILONE et 
KUNKEE 1972), on observe qu'une augmentation de la concentration en sucres reduc
teurs du milieu permet une plus forte multiplication bacterienne; la biomasse formee 
dans le milieu a 2,5 g/1 de glucose et fructose est superieure d'un facteur 3 a celle for
mee dans le milieu ne contenant que 0,1 g/1 de glucose et fructose. 

0,2 

E 
" 
0 
g 

g 
0,1 

10 20 30 
Temps (j) 

Fig. 1: Evolution de la population bacterienne 
dans deux milieux de culture contenant 0,1 g/l 
ou 2,5 g/l de sucres reducteurs, en presence ou en 
l'absence de macromolecules de levures <<Uva-

fermBC>>. 

Evolution of bacterial population over time in 
two culture media with 0.1 g/l or 2.5 g/l of 
reducing sugars in the absence or in the presence 
of macromolecules of S. cerevisiae 'Uvaferm BC'. 
• -- • without macromolecules; * -- * 

with macromolecules (1 g/1). 

Cependant, dans ces deux milieux, la presence des macromolecules de levures 
influence significativement le developpement de L. oenos. On observe d'une part un 
raccourcissement tres net de la phase de latence lorsque les bacteries sont cultivees en 
presence des macromolecules et d'autre part une biomasse formee egalement plus 
importante. 
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2 .  M i s e  e n  e v i d e n c e  d ' a c t i v i t e s  o s i d a s i q u e s  e t  p e p t i d a 
s i q u e  a u c o u r s  d e  1 a c r o i s  s a  n c e : Les bacteries sont cultivees sur le 
milieu contenant 2,5 g/l de glucose et de fructose a pH 4,5, additionne ou non de 
macromolecules de «Levuline>> BRG a 0,4 g/1 (Figs. 2 a et 2 b). 

Pour le milieu temoin, les activites a-glucosidasique, �-glucosidasique et N-ace
tyl-�-glucosaminidasique sont presentes chez L. oenos des le debut de la phase expo
nentielle de croissance. Elles augmentent significativement pendant la periode de 
croissance puis elles diminuent ensuite regulierement jusqu'a des valeurs tres faibles 
durant la phase stationnaire. L'activite �-glucosidasique est superieure d'environ un 
facteur 2 aux activites a-glucosidasique et N-acetyl-�-glucosaminidasique tout au 
long de la culture bacterienne. 

Aucune activite peptidasique, mesuree. sur la L-serine �-naphthylamide n'est 
detectable pendant la phase de latence. Cette activite enzmyatique n'apparait que 
pendant la phase exponentielle de multiplication des bacteries lactiques et presente 
un maximum en fin de phase exponentielle de croissance. On observe ensuite une 
diminution rapide de l'activite pendant la phase stationnaire. L'activite peptidasique 
apparait beaucoup plus importante chez L. oenos (3 ,..,moles de Napht/min/g) que les 
trois activites osidasiques mesurees (0,6-8,1 et 3,9 nmoles de 4MU/min/g). 

Pour le milieu supplemente en macromolecules, on remarque des le deuxieme 
jour de culture une nette induction des trois osidases testees ainsi qu'une augmenta
tion de l'activite peptidasique contrairement a PARASKEVOPOULOS (1988) qui n'avait 
observe que !'induction de l'activite N-acetyl-�-glucosaminidasique chez L. oenos en 
presence d'ecorces de levures. Dans le milieu temoin, nous n'avons pu mettre, en effet, 
en evidence qu'une faible activite �-glucosidasique de L. oenos alors que dans le 

milieu contenant les macromolecules de levures on retrouve les trois activites osidasi
ques et l'activite peptidasique a des valeurs elevees . 
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Fig. 2: Activites enzymatiques au cours de la croissance bacterienne en l'absence (a) ou en pre

sence de macromolecules de levures a 0,2 g/1 (b). 

Enzymatic activities during bacterial growth in the absence (a) or in the presence of macromole
cules of yeasts at 0.2 g/l (b). 'V: a-glucosidase; T: 13-glucosidase; o: N-acetyl-�-glucosaminidase; 

*: peptidase. 
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Pour les trois osidases, les activites, mesurees au cours de la croissance bacte
rienne, restent plus elevees dans le milieu de cultur� contenant les macromolecules 
que dans le temoin. De plus, les activites �-glucosidasique et N-acetyl-�-glucosami
nidasique se maintiennent pendant la phase stationnaire. Par contre, la biosynthese 
de l'activite peptidasique est maximale et superieure sur le milieu supplemente en 
macromolecules levuriennes seulement pendant la phase exponentielle de croissance 
deL. oenos. 

3 .  C a r a c t e r i s a t i o n  d e s  a c t i v i t e s  a - e t  � - g l u c o s i d a s e s  e t  
N - a c e t y 1- � - g 1 u c o s a m i n i d a s e d e L e u c on o s  t o c o e n  o s  : Apres 
recolte des bacteries en fin de phase exponentielle de croissance, nous avons deter
mine par fluorescence les activites osidasiques sur la suspension bacterienne en l'etat, 
sur la meme suspension, apres filtration de celle-ci sur membrane Millipore 0,2 ILm ou 
apres autoclavage (15 min a 115 °C). Les echantillons autoclaves ne presentent aucune 
des trois activites osidasiques mesurees; la liberation de 4MU observee sur la suspen
sion brute est done entierement d'origine enzymatique. L'absence d'activite enzyma
tique vis-a-vis de 4MUctG, 4MU�G et 4MU Nacetyl�G dans les filtrats a 0,22 ILm 
indique que les trois osidases sont cellulaires ou liees aux enveloppes bacteriennes. 

Les cellules recoltees en fin de phase exponentielle de croissance ont alors ete 
broyees. L'activite enzymatique vis-a-vis des trois glycosiles 'du p-nitrophenol a ete 
determinee sur l'extrait brut, puis apres centrifugation de celui-ci (30 min a 10 000 g 
a 4 °C) sur le culot et sur le sumageant obtenus (Tableau). Pour !'a-glucosidase et la 
�-glucosidase, on retrouve respectivement 70 et 90 % de l'activite mesuree a partir de 
l'extrait brut dans le culot de centrifugation; ces enzymes sont done parietales. Pour 
la N-acetyl-�-glucosaminidase, 90% de l'activite est retrouvee dans le sumageant, ce 
qui indique que I' enzyme est endocellulaire ou periplasmique. 

Tableau 

Activites osidasiques (11-moles pNP/min/ml) mesurees apres broyage des bacteries sur l'extrait 
brut et apres centrifugation de celui-ci sur le culot et sur le surnageant 

Osidasic activities (11-moles pNP/min/ml) of Leuconostoc oenos-measured on sonicated cells on the 
crude extract and after his centrifugation (pellet and supernatant) 

a-glucosidase J3-glucosidase 
N Acetyl-J3-glu-
cosaminidase 

Extrait brut 19,6 1,40 0,57 
Culot 13,7 1,25 0 
Sumageant 5,0 0,05 0,50 

Les determinations du pH optimum et de la temperature optimale pour les trois 
activites osidasiques ont ete ensuite realisees sur des bacteries recoltees en fin de 
phase exponentielle de croissance. Les cinetiques ont. ete effectuees avec un tampon 
citrate de MciLVAINE sur des cellules entieres d'abord a une temperature fixe de 20 oc 
dans une gamme de pH de 3 a 8, puis au pH optimal de l'activite testee dans une 
gamme de temperature allant de 15 oc a 55 oc (Fig. 3). 

L'optimum d'activite est obtenu a pH 6,0 et a 40 oc pour !'a-glucosidase, a pH 4,0 
et a 35 oc pour la �-glucosidase et a pH 4,0 et a 20 oc pour la N-acetyl-�-glucosamini
dase. L'energie d'activation thermique est estimee a 26 kJoules/degre/mole pour !'et

glucosidase et la �-glucosidase et a 40 kJoules/degre/mole pour la N-acetyl-�-glu
cosaminidase. A pH 3,5, pH moyen du vin, ces bacteries possedent encore 27 % de 
l'activite maximale pour !'a-glucosidase, 78 % pour la �-glucosidase et 80 % pour la 
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N-acetyl-(3-glucosaminidase. A 15 oc, temperature de conservation du vin, les bacte
ries possedent encore 28 % de l'activite maximale pour l'o:-glucosidase, 48 % pour la 
13-glucosidase et 71 % pour la N-acetyl-(3-glucosaminidase. 
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Fig. 3: Influence de la temperature et du pH sur Jes activites a-glucosidase, !>-glucosidase et 
N-acetyl-J)-glucosaminidase de Leuconostoc oenos. Les chiffres (% d'activite maximale) corres
pondent a la moyenne des resultats ob tenus pour deux experiences independantes en presence de 

5 mM des differents glycosiles du pNP. 

Influence of temperature and of pH on a-glucosidase and N-acetyl-J)-glucosaminid
ase activities of Leuconostoc oenos. Values (% of maxima activity) means of two independent 

experiments after addition of 5 mM pNPaG, pNPJ)g and pNPN-acetyl-J)G. 

Les macromolecules de levures pourraient done etre dans le vin hydrolysees par
tiellement par des bacteries appartenant a l'espece L. oenos et leurs produits de 
degradation, en enrichissant le milieu en facteurs nutritifs (sucres simples, peptides 
ou acides amines), permettraient ainsi une meilleure croissance bacterienne. 
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