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~~PREUVE DE LA R~DUCTASE
AU BLEU DE M~THYL~N~
UN TEST DTACTIVIT~ SIMPLE
POUR LA PR~PARATION ET ~ANALYSE
DES LEVAINS DE STREPTOCOQUES LACTIQUES
DANS LA FABRICATION DES FROMAGES

par

Joseph A. KURMANN
Professeur et Chef de Laboratoire.
Laboratoire de Biotechnologie Ilaitiére.
Ecole fribourgeoise de Laiterie, 1725 Grangeneuve-Fribourg (Suisse)

1. - Introduction

Koestler et Stussi (1927) [1], recommandent dans le but de
tester l'activité des levains de beurrerie, de faire I'épreuve de la
réductase avec du bleu de méthyléene, comme pour le lait. Le
temps de décoloration le plus court correspond a la vitalité maxi-
male des bactéries. Cette expérience n'a pas trouvé dans la suite
l'attention méritée. Au cours du présent exposé, nous étudierons
I'application de cette épreuve pour la préparation et I'analyse
des levains de fromagerie.

Il. - Technique de I'épreuve de réductase pour les levains

1) Matériel.
- Comme pour I'épreuve de réductase du lait ou de la créme
(tubes stérilisés de 10 ou 20, éventuellement 40 cm").

- Bleu de méthyléne standardisé pour I'épreuve de la réduc-
tase du lait.

2) Technique de I'épreuve.

a) On prend Ib cm"™ de culture a analyser. Une certaine et
identique hauteur de couche devrait toujours étre respectée.

On met les cultures sur lait écrémé, de préférence, dans un tube
de réductase de 20 ou 40 cm", Lorsque le tube est trop mince, il
est difficile de mélanger le bleu de méthyléne avec la culture.

Les levains entreposés au frigidaire ont subi un choc de froid;
de ce fait, on laisse les tubes préparés une demi-heure a 1 heure
a la température du laboratoire.
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b) On ajoute du bleu de méthyléne standardisé comme pour
le lait (0,25 cm" pour 10 cm"”, 0,50 cm" pour 20 cm" et 1 cm" pour
40 cm" de levain).

¢) Pour le mélange, il faut agiter le moins possible. Les cultures
sur lait coagulé sont réchauffées a la température d'incubation
.avant l'adjonction du bleu de méthyléne, ce qui permet de mélanger
plus facilement le bleu de méthyléne. (Le mieux est, si possible,
de réchauffer a 40° C.)

d) Si la culture n'est pas déja réchauffée, on chauffe le tube
a la température d'incubation (38° C pour les levains thermo-
philes, 22° C pour le levain de beurrerie, etc.).

e) Lecture. - Il faut observer moins souvent une culture en
phase de repos qu'un levain en phase de croissance.

I1l. - Pourquoi rechercher I'activité d'une culture
a l'aide de I'épreuve de la réductase?

1) Il ne faut pas confondre [I'acidit¢é d'un levain avec son activité.

Un levain n'est pas un apport d'acide lactique, mais de bactéries
actives, capables de se multiplier dans le lait, dans le caillé, etc.,
et de produire au moment favorable (lorsqu'un nombre suffisant
de 'cellules est atteint), l'acidité et l'ardme recherchés [5]:

Il faut ici se rappeler le décalage de l'acidification par rapport
a la multiplication cellulaire (voir graphique 1). Un levain ayant
atteint son acidité maximale représente une culture sur le déclin,
contenant beaucoup de cellules mortes. Si on veut donc une culture
trés active, il faudra arréter l'incubation lorsqu'on aura atteint le mini-
mum de la courbe de réductase (voir le graphique 2). Dans le cas des
strepto coques, dont la production d'acidité provoque une baisse
du pH dépassant a peine le point de coagulation (pH 4,6), on utilise
souvent, dans l'industrie, des levains non coagulés ou a peine
coagulés [5]:

2) La recherche en question permet de gagner du temps dans I'éla-
borati on des levains streptococciques.

Le maximum des bactéries actives est obtenu beaucoup plus vite
que l'acidité normale d'un levain (par exemple 4-6 heures plus
vite, comme le graphique 2 le montre).

IV. - Bases de I'épreuve et' des essais préliminaires

1) Facteurs qui influencent la vitesse de décoloration.

Les bactéries proliférant dans le lait, ont une activité réduc-
trice, conséquence de deux phénomeénes:
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GRAPHIQUE nv 1

Courbes de croissance et d'acidification d'un ferment lactique
daprés acais [5]
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a) Absorption de l'oxygéne dissous par la respiration qui
provoque un abaissement du potentiel d'oxydo-réduction favo-
rable au systeme réducteur naturel du lait;

b) Systeme réducteur propre aux bactéries.

Les facteurs les plus importants qui influencent I'activité
réductrice, c'est-a-dire la vitesse de décoloration sont

1) L'age de la culture: Il'espace de temps depuis le dernier
repiquage, Vvieillissement; intoxication par les métabolites; 2) la
vitesse, de .déoelop pement : les streptocoques se multiplient plus vite
que les lactobacilles ; 3) la phase de croissance: phase de croissance,
phase de croissance ralentie ou phase de repos; 4) le peuplement:
trés faible ou forte population; pour des cultures normales les
petites différences de quantité ne jouent pas de rble; 5) l'activité
des cellules: vitalité. Pour les cultures en phase de repos, qui ont
une population normale (comme c'est généralement le cas), la
vitesse de décoloration dépend surtout de la vitalité; 6) le pouvoir
réducteur spécifique de I'espéce: les colibacilles sont, par exemple,
de plus forts réducteurs que les bactéries lactiques; 7) le milieu de
culture: selon le lait (présence de substances inhibitrices et stimu-
latrices) la croissance des bactéries lactiques peut étre influencée;
8) la température d'incubation: I'incubation doit se faire' a la tempé-
rature de croissance des bactéries a analyser. Pour une conser-
vation au frigidaire, il faut réchauffer (réveiller) les levains comme
indiqué ci-aprés ; 9) la concentration du bleu de méthyléne: employer
du bleu de méthyléne standardisé (toujours de méme concentration).

2) -Traitemeni  des levains aprés une conservation au frigidaire:
le «réveil» des levains.

Les levains entreposés au frigidaire doivent é&tre «réveillés»
par réchauffement avant Il'analyse. Par exemple : un levain qui
se trouvait dans l'activitt maximale (phase de croissance), doit
étre laissé une demi-heure a 1 heure a la température ambiante.
Par suite d'un choc de froid, les bactéries ne reprennent pas tout de
suite leur activité. Aussi les levains employés dans la fabrication
du fromage de Gruyére doivent étre «réveillés» ou ajoutés plus
tét au lait de fabrication (par exemple, une demi-heure a 1 heure
avant coagulation).

3) Possibilitt  d'analyser  des levains mixtes avec I'épreuve de la
réductase dans la phase de repos.

L'activité des streptocoques peut étre aussi recherchée dans
des levains mixtes, car les lactobacilles sont des réducteurs de bleu
de méthylene beaucoup plus lents que les streptocoques. Dans le
cas ou les streptocoques présentent une bonne activité et un
nombre normal, il réduisent le bleu de méthyléne avant que les
batonnets ne soient en mesure de le faire. Par contre, dans la phase
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de croissance, les lactobacilles réduisent le bleu de méthyléne aussi
rapidement que les streptocoques.

4) Comparaison de la réductase des levains avec le test d'activité
de Leber,

a) Test q,€activit¢ de Leber.

Leb~r [2], [3] propose d'ensemencer en lait écrémé stérile,
L'cm" de la culture a analyser et dajouter 1 cm™ d'une solution
de résazurine a 0,005 p. 100, puis d'incuber le tube ainsi préparé
a 380 C. Aprés une demi-heure, on controle la décoloration toutes
les 5 minutes. Une réduction en moins de 35 minutes indique un
tres bon levain; en 35-40 minutes un bon; en 50-60 minutes un
satisfaisant et en plus de 60 minutes, un mauvais levain. Ce test
est trop compliqué dans son application, car il demande du maté-
riel et du lait écrémé stérile, ainsi que de la résazurine qu'on ne
trouve pas toujours dans une petite exploitation fromagere.

b) Modification  du test de Leber.

Par le fait que notre épreuve de la réductase des ,levains est
effectuée sur le méme milieu de culture (sans repiquage), on analyse
I'état de vitalitt momentané. Par contre; le test de Leber provoque
une activation et montre [I'état de vitalitt aprés un passage sur du
lait éerémé stérile. Lorsqu'on pratique l'essai de Leber avec du bleu
de méthyléne au lieu de résazurine,. on constate un temps de déco-
loration sensiblement prolongé d'une demi-heure a 1 "heure,
ce qui est certainement dd0 au repiquage (adaptation des bactéries
au lait écrémé; autre potentiel d'oxydo-réduction présent, etc.).

Pour les petites exploitations, la réductase des levains est
plus simple a appliquer que le test d'activité de Leber (par la grande
.simplicité de la technique d'analyse et par le peu de matériel utilisé:
pas de lait écrémé stérile, pas de verrerie stérile).

V. - Epreuve da la réductase des levains
dans la fabrication des fromages

1) Technique simple pour préparer des levains actifs et pour déter-
miner [l'activitt maximale dans la phase de croissance lors de la
préparation  d'un levain.

La vitesse de réduction dans la phase de croissance dépend avant
tout du nombre croissant des bactéries en multiplication et de la
vitalit¢ ~ augmentante causée par les rajeunissements successifs.
Ceux-ci iprovoquent une vitalité, c'est-a-dire une intensité excep-
tionnelle du métabolisme.
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1.1. Courbe de réduction du bleu de méthyléne d'un levain dans
la phase de croissance.

Lorsqu'on prépare un levain et lorsqu'on en préleve chaque
heure un échantillon au cours de l'incubation pour faire le test
de réductase, on constate, selon le graphique 2, d'abord une
diminution progressive du temps de réduction (phase de croissance)
jusqu'a un certain point (activitt maximale) ou commence le
temps de décoloration de plus en plus long (phase de ralentis-
sement et arrét de croissance). Cette application de [I'épreuve de
réduction montre la vitalité réactivée aprés un repiquage.

1.2. Comment on procéde a la préparation de la culture.

Pour déterminer le point actif on effectue le premier controle
aprées 4 heures "d'incubation. A mesure que l'on se rapproche du
minimum du temps de décoloration, on intensifie les contrdles.,
Dés que l'on voit la remontée du temps de réduction, on refroidit
le levain, qui posséde encore peu d'acidité. S'il est par exemple,
possible de préparer le levain a 10 heu~es le matin, on peut le retirer
a 18 heures le soir. Avec un ensemencement plus faible .que d'ha-
bitude, on peut prolonger le temps d'incubation (par exemple,
lors d'une incubation pendant la nuit, c'est-a-dire d'un espace de
temps qui est plus long que 8 heures). Il est recommandé de déter-
miner en méme temps non seulement le temps de réduction du bleu
de méthyléne mais aussi l'acidité. Toutefois I'emploi  de cette
technique suppose wun levain sain et bien acidifiant.

Il ne faut pas retirer le levain trop tot de l'incubation, car nous
recherchons non seulement un levain trés actif, .mais aussi une
culture riche en bactériés.

1.3 Les avantages de I'emploi de cette technique pour la prépa-
ration de levain sont:

a) L'élaboration plus rapide des levains, c'est-a-dire une
économie de temps;

b) Le levain se trouve dans la phase de croissance, c'est-a-dire"
en plus grande activitt qu'un levain préparé d'aprés le procédé
habituel et qui se'trouve déja dans la phase de repos ou de décroissance.

¢) Lors de l'inoculation au lait de fabrication on peut diminuer
trés fortement ou méme supprimer, la phase de latence. La mul-
tiplication démarre plus vite. Ceci est particulierement important
pour une acidification rapide et I'empéchement d'un dévelop-
pement de germes indésirables (producteurs de gaz, etc.).

1.4. Les regles pour l'emploi des levains préparés d'apres la
nouvelle méthode sont:

a) Si possible ensemencer  directement apres I'incubation le
levain, sans refroidissement préalable. Si cela n'est pas possible,
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«réveiller» le levain, refroidi par un séjour au frigidaire, pendant
une demi-heure a une heure, comme indiqué précédemment;

b) Par suite de la trés grande activité du levain, il faut éven-
tuellement, diminuer la quantité d'ensemencement et ceci surtout
lorsque se présente une tendance vers une suracidification ;

c) Augmenter la quantit¢ d'ensemencement si le levain est
retiré de l'incubation u~ peu tét, car il est moins riche en cellules.

1.5. Emploi de cette technique pour la sélection de>souches en.
vue de la préparation de levain.

On éprouve les souches isolées que I'on veut employer (choisir)
pour la préparation des levains. Sont sélectionnées les souches qui
indiquent dans la phase de repos, le temps de réduction le plus court
ou qui présentent un temps de réductase qui diminue trés rapidement
lors d'une inoculation en lait avec une montée d'acidification trés
rapide. Par contre, si le temps de réduction diminue trés lentement
et si l'acidification est retardée ou trop lente lors de la préparation
d'un levain, cela signifie que la souche est vieille, vu qu'elle se
multiplie difficilement et, ainsi, ne devrait pas étre employée pour
la préparation d'un levain de fromagerie.

2) Exemples d'applications pratiqgues en fromagerie.

2.1. La fabrication de fromage blanc (pates [raiches),

Le fromage blanc doit étre coagulé avant tout par l'acidité
provenant des ferments lactiques. Dans le but de raccourcir le
temps de fabrication et de garantir la coagulation par une forte
production d'acidité, il est important d'inoculer des ferments
trés actifs, en phase de développement [4].

2.2. La fabrication de pates molles.

Pour la fabrication des péates molles, I'emploi des levains pré-
parés selon ce procédé présente plus de garantie pour la fabrication.

2.3. La fabrication de Gruyere et d'autres pates dures cuites.
L'emploi de la nouvelle technique de préparation de levain
est limité pour la fabrication de Gruyere a partir de lait cru:

a) Les levains employés ne sont pas des cultures pures (pré-
sures, petit-liat mdari, etc.)). Les germes indésirables souvent
présents en faible quantité (groupe coli-aérogénes, streptocoques
fécaux, microcoques, etc.), peuvent dans certains cas, se multiplier
dans un levain peu acide (tenant compte du mode de préparation
actuelle dans les fromageries suisses).

b) Comme déja mentionné, ce test ne peut étre employé pour
la préparation de levains mixtes de streptocoques et de lacte-

bacilles car, par une courte incubation, la culture serait déséqui-
librée en faveur des streptocoques.
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L'emploi est donc limité a des levains de streptocoques thermo-
philes ou de lactobacilles en culture pure (achetés d'un laboratoire
et repiqués sur du lait pasteurisé). Ces levains sélectionnés, pré-,
parés selon cette technique peuvent rendre de bons services pour
améliorer l'acidification, Il'ouverture et la texture du fromage.

Comme on emploie pour les fromages pasteurisés uniquement
des levains sélectionnés et purs, l'emploi de ce procédé serait
recommandable pour ces fabricatione.

3), Analyse de la vitalit¢ des levains dans la phase de repos.

Dans la phase de repos la vitesse de réduction du bleu de méthy-
lIéne est en fonction de la vitalité des cellules. Le nombre de bac-
téries ne joue pas de r6le, vu la teneur bactérienne qui est treés
haute dans un levain. Le test (J'activitt dans la phase de repos montre
I'état de vie momentané.

3.1. Vieillissement  des levains.

Le tableau | montre le vieillissement des levains thermophiles
sur sérum (présure, petit-lait mdari). Le temps de réduction d'un
levain conservé au frigidaire, est sensiblement prolongé aprés
deux jours. Dans le~levains mixtes on constate:

- Une disparition des streptocoques assez rapide aprés deux
a quatre jours;

- Une croissance des levures;

- Une quantité appréciable des lactobacilles est présente,
mais ces lactobacilles ont une activité réduite. C'est pourquoi
déja aprés deux a quatre jours de conservation au frigidaire d'un
levain a base de petit-lait (sérum), le bleu de méthyléne n'est pas
décoloré.

Le vieillissement dépend de plusieurs facteurs (acidité, épuise-
ment de certaines substances nutritives, métabolites toxiques, etc.).
Le vieillissement  des cultures sur du lait est moins rapide que des
cultures sur du sérum (petit-lait).

3.2. Analyse des levains dans la phase de repos pour la fabri-
cation. des fromages.

Pour la fabrication de pates dures, cuites avec des levains
mixtes qui contiennent des batonnets et des streptocoques, ce test
est surtout un test d'activitt pour les streptocoques, car ceux-Ci
réduisent, comme déja mentionné, le bleu de méthyléne avant que .les
batonmete soient en mesure de le [aire ou de contribuer a la réduction.

Un levain mixte ne doit pas étre analysé au cours de la phase
de croissance du fait que les lactobacilles pourraient intervenir
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TABLEAU T

LE VIEILLISSEMENT DES LEVAINS THERMOPHILES
CULTIVES SUR DU PETIT-LAIT (SERUM)
ET CONSERVES AU FRIGIDAIRE A + 5° ¢

. 'I'em-ps  de décoloration de I'épreuve  de réductase  apre«
Nature  du levain (1)

frai8 1 jour 2 [ours 3 Jours 4 Jours 5 [ours

Présure  a:

Relation  bat.fstr.
50f50, 45° SR(101 DO) 13 mn 40 mn 1h 30 mn - - -
Préeure b:

Relation  bat.fstr. :
50{50, 37° SR (84 DO) 30 mn 60 mn 1h 14 mn - - -

Présure c:
Relation  bat.fstr.
50{50, 43° SR (96 DO) 23 mn 50 mn 2h 6h - -
Préeure d
Relation  bat.{str. :
60{40, 44° SR (99 DO) 35 mn 1h 1h 10 mn - 1h 45 mn 4 h 30 mn
Légende

pas de décoloration (négatif)
bat.{str. relation  ou proportion de batonnets et de streptocoques
thermophiles.

(1) Ces levains sont employés dans la fabrication du, Gruyere.

dans la décoloration. Dans la phase de croissance, les lactobacilles

réduisent le bleu de méthyléne aussi rapidement que les strep-
tocoques.

L'interprétation des résultats d'analyse peut se faire de la.
maniére suivante

a) Lorsqu'on fait I'épreuve régulierement, on obtient des indi-
cations sur la régularit¢ de l'activité des bactéries d'un jour a
l'autre. Pour finterprétation des résultats, il faut tenir compte
seulement des variations d'une certaine importance (par exemple
plus de 15 minutes) ;

b) Selon les descriptions précédentes, on doit toujours tenir
compte de la phase de croissance du levain (phase de croissance,
croissance ralentie ou phase de repos).
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TABLEAU 1

L'ACTIVITE DES LEVAINS COM~IE ELLE EST REVELEE

PAR LA VITESSE DE DECOLORATION A L'EPREUVE DE LA REDUCTASE
Streptocoques )
Activité méeopliiles Lacto bacilles

et thermophiles

Trés bonne Avant 30 mn Moins de 1 h 30 mn
(entre 1h et 1 h 30 mn)
Bonne Avant 1h Plus de 2-3 h
Mauvaise Plus de 1 h 30 mn Plus de 4 h
Dans le cas d'une décoloration trop tardive, il faut tout de

suite chercher les causes (levain qui n'est pas assez fréquemment
repiqué, dégénérescence, forte perte ou manque total de strep-
tocoques, etc.).

¢) La vitesse de réduction du bleu de méthyléne est une propriété
qui n'est pas directement liée au pouvoir acidifiant  d'un levain.
Toutefois, une diminution de la vitalité doit étre considérée comme
dangereuse  pour l'acidification, car souvent wune perte d'activité est
aussi accompagnée d'une diminution du pouvoir acidifiant  d'une
culture.

Résumé

Il est trés important de préparer des levains actifs et de déter-
miner leur activité maximale pendant la phase de croissance des
ferments lactiques: I'épreuve de réductase, au bleu de méthyléne,
permet d'apprécier cette activité, ce que ne traduit pas l'acidité.

Summary

Itis very important to prepare lactic starters and to determine
the maximum of their activity during the periods of grouth of the
lactic acid bacteria : the reductase test, with methylene blue,
enables us to estimate this activity which acidity does not show.
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