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Résumé - La cinétigue de croissance de flores propioniqgues «sauvages» ou réensemencées a été
étudiée au cours de l'affinage de mini-fromages de type emmental. Le dénombrement des bactéries

propioniques dans des fromages de flore de complexité variable a été effectué de maniére compara-

tive sur les milieux LGA (lithium-glycérol-agar) et YELA (yeast-extract-lactate-agar). La diversité de la
population propionique a été appréciée par la comparaison des profils de restriction d'ADN en élec-
trophoréese en champs pulsés des colonies isolées en cours d'affinage. Dans le cas de fromages

fabriqués a partir de lait thermisé, la flore propionique «sauvage» était composée d'au moins 10
souches différentes (10 profils distincts sur 16). Son temps de génération en cave chaude était de 18,8 h.
Dans le cas d'une fabrication effectuée a partir de lait thermisé, microfiltré et réensemencé avec P freu-
denreichii subsp shermaniiTL 30, seul le profil de restriction d'ADN de la souche inoculée a pu étre mis
en évidence a partir des bactéries propioniques isolées. Leur temps de génération en cave chaude était
de 18,1 h. Dans un fromage témoin (fabriqué & partir de lait microfiltré non réensemencé), la flore
propionique  «sauvage» se situait a un niveau inférieur de 3 a 6 logarithmes décimaux a la flore pro-
pionique du fromage réensemencé; son temps de génération était de 25,6 h. Pour ces 3 fabrica-

tions, la sélectivit¢ du milieu LGA s'est révélée supérieure a celle du milieu YELA, ce qui s'est traduit
par des dénombrements de la flore totale se développant sur LGA inférieurs de 1 a 2 logarithmes

décimaux au dénombrement de la flore totale sur YELA. Malgré cette sélectivité supérieure du milieu
LGA, la différenciation des colonies de bactéries propioniques et leur dénombrement sur ces 2 milieux
se sont révélés de difficulté équivalente, en particulier dans les fromages au lait thermisé ou une flore
complexe provenant du lait se développe.

bactérie propionique! emmental! temps de génération! milieu sélectiff  dénombrement

Summary - Growth of propionibacteria in cheese: comparison between 2 enumeration media.
Growth of 'wild" or inoculated propionibacteria  has been studied during ripening of experimental,
Swiss-type cheeses. Two media have been compared regarding their ability to be used for counting pro-
pionic acid bacteria in cheeses of various complex flora: LGA (lithium-glycerol-agar) et YELA (yeast-
extract-lactate-agar). In order to characterize the strain variety among propionic flora, DNA restric-
tion patterns have been established for several colonies isolated throughout ripening using pulsed
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field gel electrophoresis.

Propionic (Joraof cheeses made with thermized mi/k was composed of at least
10 different strains (10 distinct patterns out of 16). Generation

time of this flore during warm room

ripening was equal to 18.8 h. For cheeses made with microfiltered thermized mi/k inoculated with pure
culture ofP freudenreichii subsp shermanii TL 30, only the DNA restriction pattern of the inoculated strain

could be found among isolated propionibacteria.

They had a generation time during warm room tipen-

ing of 18.1h. In cheeses made from the same mi/k without further inoculation with propionibacteria starter,

propionic  tiore enumerated
cheeses (3 to 6 decimallogarithms

on LGA was markedly lower compared

less). For ail the cheeses, a higher selectivity has been observed

to propionic ilore of inoculated

for LGA, on wnicn total bacterial counts are lower than total bacterial counts on YELA (1to 2 decimal

logarithms  less). However,

despite this higher selectivity of LGA, the difficulty in differentiating and

SO enumerating propionic acid bacteria colonies was simi/ar for both media.

propionic  acid bacteria / emmental

INTRODUCTION

Les bactéries propioniques jouent un réle
essentiel dans laffinage des fromages a
pate pressée cuite de type emmental, dans
lesquels elles fermentent le lactate produit
par les bactéries lactiques en propionate,

acétate et CO,, contribuant ainsi au godt
caractéristique et a l'ouverture de ces fro-
mages. Les travaux décrivant leur cinétique
de croissance au sein du fromage sont en
nombre relativement réduit (Hettinga et al,
1974 ; Fryer et Peberdy, 1977 ; Gilles et al,
1983 ; Baer et al, 1993).

L'absence d'oses et les conditions d'incu-
bation en anaérobiose conférent un certain
degré de sélectivité aux milieux générale-
ment utilisés pour le dénombrement des
bactéries propioniques, tels le YELA (yeast-
extract-lactate-agar, Hettinga et al, 1968)
ou le TLA (trypticase-lactate-agar, Peberdy
et Fryer, 1976). Cette sélectivité reste
cependant insuffisante vis-a-vis des micro-
organismes du fromage et nécessite donc le
contrle de l'appartenance au genre Pro-
pionibacterium  des colonies dénombrées
(Baer etal, 1993).

Plusieurs tentatives ont été effectuées
pour accroitre la sélectivité du milieu YELA
vis-a-vis de la flore du lait et/ou du fromage,
par addition de divers composés inhibiteurs
(Kurmann, 1962 ; Britz et Holzapfel, 1973 ;
Peberdyet Fryer, 1976; Tomes et al, 1991 ;

/ generation time / selective

medium / enumeration

Drinan et Cogan, 1992). Si la plupart des
levains lactiques sont inhibés sur ces
milieux, il apparait que les lactobacilles
mésophiles ou les entérocoques s'y déve-
loppent également. Madec €t al ont proposé
en 1993 un milieu sélectif de dénombre-
ment des bactéries propioniques, fondé sur
la résistance au lithium de ces bactéries et
leur aptitude a fermenter le glycérol en anaé-
robiose.

Le but de ce travail était de comparer
l'aptitude de ce dernier milieu cclithium-gly-
cérol-agar» (LGA) et du milieu YELA au
dénombrement des bactéries propioniques
«sauvages» Ou réensemencées au cours
de la fabrication de mini-fromages emmen-
tal de flores de complexité variable.

MATERIELS ET METHODES

Fabricaffonetéchanffllonnage

Du lait écrémé et de la creme issus de lait de
grand mélange, provenant de l'atelier Compa-
gnie laitiere européenne (Montauban de Bre-
tagne, France) ont été mis en ceuvre dans cette
étude. lls y avaient subi une thermisation (63°C,
20 s). Ce lait a été partagé en 3 lots ayant subi les
traitements  suivants:

- lot TH: le lait thermisé réceptionné était sim-
plement standardisé a 28 g/l de matiére grasse
par ajout de créme thermisée, puis stocké 12 h a
4°C avant fabrication;
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-lot  MF (microfiltré) :le lait écrémé thermisé était
réchauffé a SO°C puis épuré par microfiltration
comme décrit par Trouvé et al (1991) sur une
installation pilote de type Bactocatch (MFS1, Alfa
Laval) équipée de membranes céramiques de
diamétre moyen de pores de 1,4 urn ; le lait micro-
filtré refroidi & 4°C était ensuite standardisé a
28 gll de matiere grasse par de la creme ayant
subi un traitement thermique de 11s0C/20 s, puis
stocké a 4°C pendant 36 h avant utilisation;

-lot MFR (microfiltré réensemencé) : une fraction
du lait MF (microfiltré standardisé), stockée 60 h
a 4°C, a été inoculée par 0,01% (viv) d'une culture
de 2j a 30°C de Propionibaeterium freudenreiehii
subsp shermaniiTL30.

Trois séries de fabrications de mini-fromages
ont été réalisées, a 24 h dintervalle, & partir d'un
méme lot de lait, ce qui nous a contraints a stoc-
ker ce lait & 4°C entre 12 et 60 h avant utilisa-
tion. Les mini-fabrications de fromage étaient
conduites suivant le protocole habituel de I'Insti-
tut techniqgue du gruyere (Buisson et al, 1987 ;
ITG, 1991 ; 1993). Les levains commerciaux
employés étaient composés d'une association
de ferments thermophiles (Laetobaeillus helveti-
eus, Laetobaeillus delbrueekii subsp laetis et
Streptoeoeeus salivarius subsp thermophilus) et
de ferments mésophiles (Laetococeus laetis subsp
laetis et Laetoeoeeus laetis subsp eremoris).

Pour chaque lot de lait, trois mini-fromages
ont été fabriqués a partir de 10 : de lait chacun.
Aprés saumurage, chaque fromage était découpé
en 8 portions. Celles-ci étaient paraffinées et affi-
nées dans des armoires thermostatées pendant
21 ja 11°C (cave froide), puis 28 j & 24°C (cave
chaude). Au cours des fabrications, les contrdles
habituels de coagulation, d'acidification et d'égout-
tage étaient pratiqués (ITG, 1991).

Pendant l'affinage en cave chaude, une portion de
chaque fromage était prélevée au hasard. Elle
était découpée en 2 échantillons, I'un pour l'ana-
lyse microbiologique immédiate, l'autre, congelé
a -18°C, pour les analyses physicochimiques.
Ces prélevements étaient effectués apreés 1, 3, S,
7, 10, 14,21 et 28 j de cave chaude.

Analyses physicochimiques

Le lactate a été dosé par méthode enzymatique
(Boehringer  Mannheim Meylan, France). Les
teneurs en acides acétique et propionique ont

été déterminées par chromatographie en phase

gazeuse (Berdagué, 1986).

Numérations bactériennes

Des échantillons de 10 g de fromage ont été
broyés au waring blender (Labo-Standa, Caen,
France) dans 90 ml de citrate de sodium (2%
plv). La flore mésophile aérobie était dénombrée
sur Plate Count Agar (PCA) (Biokar, Beauvais,
France) aprés incubation 3j a 30°C.

Les dénombrements de bactéries proplo-
niques ont été effectués en parallele sur les
milieux YELA (Hettinga et al, 1968) et le milieu
développé par Madec et al (1993), que nous
avons appelé LGA (lithium-glycérol-agar) dans
cette étude. Le pH des 2 milieux a été ramené a
7,0 avant autoclavage (121°C, 1S min). Les boites
de Petri ont été incubées en anaérobiose (Anae-
rocult, Merck, Nogent sur Marne, France) a 30°C
pendant 6 j.

Afin d'apprécier, pour les milieux YELA et
LGA, d'une part, le caractere sélectif (croissance
exclusive de la flore propionique) et d'autre part,
la facilité de lecture des boites (différenciation
des colonies formées par la flore propionique),
2 comptages distincts ont été effectués sur
chaque milieu: la flore totale capable de se déve-
lopper sur le milieu et la flore propionique. Les
bactéries propioniques étaient dénombrées sur
les 2 milieux par comptage des colonies de cou-
leur créme de diamétre supérieur a 2 mm. Sur
LGA, l'observation d'un halo de décoloration tra-
duisant la fermentation du glycérol (virage du
pourpre de bromocrésol  du violet au jaune)
s'ajoute A ces 2 critéres.

L'appartenance au genre Propionibaeterium
des souches «typiques» isolées sur YELA et LGA
a été vérifiée par dosage HPLC de l'acide pro-
pionique produit (Boyaval et Corre, 1987) apres
culture sur YEL (YELA sans agar) pendant 48 h.
Les souches bactériennes productrices d'acide
propionique ont été identifiées sur galeries API
SOCH (Biomérieux, Marcy-I'Etoile, ~France). Les
souches bactériennes non productrices d'acide
propionique ont été identifiées grace aux gale-
ries APl suivantes (Biomérieux, Marcy-I'Etoile,
France) : API20Strept (pour les coques par paires
ou en chainettes, Grarn-, catalase-), APl 20E
(pour les bacilles Gram-) et API SOCH (pour les
bacilles Gram-s. catalase-, isolés ou en chai-
nettes).
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Electrophorése en champs pulsés

La différenciation des colonies de bactéries pro-
pioniques isolées a partir des fromages a été réa-
lisée par comparaison des profils de restriction
de I'ADN chromosomique obtenus aprés élec-
trophorése en champs pulsés dans les condi-
tions opératoires suivantes: enzyme de restric-
tion : Xbal, gel a 1% agarose, 6 V/icm, 14°C,
rampe de 1 a 20 s pendant 20 h (Gautier et
al,1992).

RESULTATS

Analyses physicochimiques
des fromages

Les paramétres de fabrication sont en
accord avec les valeurs habituelles rele-
vées lors de ce type de fabrication aprés
30 min de pressage:

de 57,1 a 59,6% ;
de 30,4 a31,9% ;
de 1,26

- extrait sec:
- extrait sec dégraissé:

- humidité/extrait
a 1,41.

sec dégraissé:

Le pH en fin d'acidification (a 20 h) était
compris entre 5,15 et 5,18. L'évolution des
teneurs en lactate, acétate et propionate
des fromages issus de lait microfiltré cor-
respondent aux valeurs habituellement enre-
gistrées lors de ce type de fabrication (ITG,
1993).

Seuls les fromages fabriqués a partir de
lait non microfiltré (TH) ou de lait réense-
mencé apres microfiltration (MFR) présen-
tent une ouverture, détectable respective-
ment aprés 1 et 2 semaines d'affinage en
cave chaude.

Croissance des bactéries propioniques

Les figures 1A, 1B et 1C correspondant res-
pectivement aux fabrications TH, MF et
MFR décrivent la cinétique de croissance

pendant l'affinage en cave chaude des bac-
téries propioniques (dénombrées sur les
milieux YELA et LGA) et de la flore totale
dénombrable sur les milieux PCA, YELA et
LGA. Les valeurs indiquées sont les valeurs
moyennes des résultats obtenus pour les
trois répétitions.

Fabrication a partir de lait thermisé
(lot TH, fig 1A)

La flore aérobie mésophile et la flore pro-
pionique du lait de fabrication s'élevaient

respectivement a 2,3 104 et 2,4 102 UFC/ml.
Le dénombrement des bactéries propio-

niques sur YELA et LGA a conduit a des
résultats similaires. Les bactéries proplo-
niques s'élevaient a5 102 UFC/g dans le
caillé au moulage. Leur croissance n'a pas
été discemable avant le début de I'affinage
en cave chaude, puis leur nombre s'est
accru rapidement a 108 UFC/g aprés 2
semaines, pour atteindre 109 UFC/g en fin
d'affinage en cave chaude. La concentra-

tion en lactate décroit de 183 a 104 mmoVkg
de fromage au cours de l'affinage en cave
chaude. La production de propionate n'est
pas détectable avant 2 semaines d'affinage
et atteint 37 mmol/kg de fromage aprés 4
semaines en cave chaude.

Fabrication a partir de lait thermisé
microfiltré (lot MF, fig 1B)

La flore totale du lait apres microfiltration a
été réduite de 2,3 104 UFC/ml a environ 10
UFC/ml, ce qui correspond a un facteur de
réduction décimale de 3,4 compris dans la
fourchette de 2,12 a 3,63 obtenue par
Trouvé et al (1991) pour divers micro-orga-
nismes du lait. Le stockage avant fabrication
(36 h a 4°C) du lait microfiltré a entrainé
cependant une augmentation de sa flore
totale a 5 102 UFC/ml.

La flore propionique est trop faible pour
étre dénombrée  aprés microfiltration.
L'application & la flore propionique initiale
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(2,4 102 UFC/ml) du facteur de réduction

décimale de 2,18 obtenue pour Propioni-

bacterium par Trouvé et al (1991) conduit

a moins de 2 bactéries propioniques par
logUFClg fromage

A
2
fo L D P T e e .
0 5 10 15 20 25 30
jours en cave chaude
logUFClg fromage
10,-—————mmmm e ,
C
| ]
7
L]
6
Blemmm e e N . L-_.--J
0 5 10 15 20 25 30

jours en cave chaude

millilitre de lait microfiltré. Du fait du nombre
trés limité de bactéries propioniques en
début d'affinage lors de cette fabrication,

les premiers dénombrements ne sont pas
fiables.
logUFClg fromage
10, —————— -1
B
i
O e A e T — s
0 5 10 15 20 25 30

jours en cave chaude

Fig 1. Croissance de différentes flores
bactériennes pendant l'affinage en cave
chaude de mini-fromages de type emmental.
A : Fabriqué a partir de lait thermisé (TH) ; B :
fabriqué a partir de lait thermisé microfiltré
(MF) ; C : fabriqué a partir de lait thermisé
microfiltré réensemencé par P freudenreichii
subsp shermanii  (MFR).Flore totale
dénombrable sur: « PCA ;0 YELA ;V LGA ;
flore propionique dénombrable sur: ¢ YELA ;
T LGA.

Growth of different bacterial flora during
ripening in warm room of experimental
emmental cheeses made. A: From thermized
milk (TH); B: Fromthermized microfi/tered milk
(MF); C: From thermized microfiltered milk
inoculated with pure culture of P freudenreichii
subsp shermanii (MFR). Total bacterial counts
on: « PCA; O YELA; V LGA; propionibacteria
counts on:* YELA; ....LGA.
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Aprés 10 j en cave chaude, la flore pro-
pionique s'élevait & 103 UFC/g de fromage,
sa croissance s'est effectuée de maniére
exponentielle  jusqu'a environ 106 puis a
ralenti pour se stabiliser autour de 3 106
UFC/g de fromage. La teneur en lactate
reste sensiblement égale a 150 mmol/kg
de fromage, tandis que la production de pro-
pionate ne dépasse pas 3 mmol/kg de fro-
mage aprés 4 semaines en cave chaude.

Fabrication au lait microfiltré
réensemencé (lot MFR, fig 1C)

L'inoculation en bactéries propioniques a
été effectuée a raison de 4105 UFC/ml. La
population s'est accrue de 107 UFC/ml en
début de cave chaude 44109 UFC/ml aprés
10j et se stabilise a ce niveau. La totalité du
lactate (164 mmol/kg en début d'affinage
cave chaude) a été utilisée en fin d'affinage,
les productions d'acides propionique et acé-
tique ont respectivement atteint 118 et
54 mmol/kg.

Isolement et identification
des bactéries propioniques

Cinquante & 100 colonies de bactéries pro-
pioniques ont été isolées au cours de l'affi-
nage pour chaque fabrication, afin d'éva-
luer la diversité de la flore présente. Parmi
les colonies isolées, les cultures présentant
des caractéres distincts lors de la crois-
sance sur YEL ont été présélection nées.
L'analyse des profils de restriction d'ADN
par électrophorése en champs pulsés a été
effectuée sur 16 colonies «sauvages" ainsi
présélection nées a partir d'une fabrication
non ensemencée en bactéries propioniques
(TH). Dix profils distincts ont pu étre mis en
évidence, ce qui laisse supposer qu'un
grand nombre de souches sont présentes et
se développent simultanément pendant I'affi-
nage. Du fait du nombre réduit de colonies
analysées par cette méthode, il n'a pas été

possible de mettre en évidence la prédo-
minance d'une ou plusieurs souches. Les
profils biochimiques de ces dix souches,
établis sur galeries API 50CH, correspon-
dent a ceux de l'espéce P freudenreichii.

En revanche, les clones isolés au cours
de l'affinage du fromage réensemencé
(MFR) montrent toutes des profils identiques
a celui de la souche inoculée, ce qui montre
son développement effectif dans le fromage.
Ce résultat était attendu du fait que la popu-
lation résiduelle du lait de fabrication en
bactéries propioniques «sauvages" aprés
microfiltration « 1d UFC/ml) était tout & fait
négligeable par rapport a la population éle-
vée du levain propionique inoculé (4 10°
UFC/ml).

Identification des bactéries non propio-
niques dénombrées sur milieu LGA

Les dénombrements effectués sur milieu
LGA a partir d'échantillons de fromage dans
lesquels les bactéries propioniques sont
minoritaires (fabrications TH et MF en début
d'affinage) ont permis de mettre en évidence
une flore non propionique résistante au
lithium. Parmi celle-ci, certaines souches
formaient sur le milieu LGA des colonies
susceptibles d'étre confondues avec des
colonies de bactéries propioniques : bien
que de taille inférieure a ces derniéres, elles
avaient la méme couleur et présentaient le
caractere «acidifiant"  sur ce milieu (fer-
mentation du glycérol). Aucune de ces
souches ne produit d'acide propionique en
culture de 48 h sur YEL. Parmi les colonies
les plus acidifiantes sur LGA, 6 souches ont
été identifiéces au moyen de galeries API.
Quatre ont été identifites comme des
souches d' Enterococcus durans, une a un
profil de Lactobacillus curvatus, la derniére
étant un Enterobacter aerogenes. Deux des
souches d'entérocoques isolées provenaient
de la fabrication réalisée a partir de lait
microfiltré. Afin de rechercher leur origine
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possible, des isolements ont été effectués
sur milieu LGA a partir des levains lactiques
utilisés en fabrication et de la saumure. Une
souche d'Enteroeoeeus durans a pu étre
isolée du levain de Laetobaeillus helvetieus
ainsi que des souches identifiées comme
Laetoeoeeus laetis présentant également,
mais a un moindre degré, le caractére "aci-
difiant» sur LGA. Une souche d'Enteroeoe-
eus faeeium a également été isolée de la
saumure.

DISCUSSION

Comparaison des milieux YELA et LGA

Sélectivité

Lorsque les bactéries propioniques sont
majoritaires, la flore totale dénombrée sur
VELA et LGA correspond a la flore proplo-
nique et se situe a un niveau supérieur a la
flore totale dénombrée sur PCA, sur lequel
les bactéries propioniques ne se dévelop-
pent pas dans les conditions d'incubation

utilisées (aérobiose).

En revanche, lorsque la population de
bactéries propioniques n'est pas dominante,
le dénombrement de la flore totale pous-
sant sur VELA (6] a 30°C en anaérobiose)
a conduit aux mémes valeurs que le
dénombrement sur PCA (3j a 30°C en aéro-
biose), ce qui met en évidence I'absence
de sélectivité du milieu VELA vis-a-vis des
micro-organismes du fromage. Compte-tenu
des valeurs élevées trouvées dans les fabri-
cations effectuées a partir de lait microfil-
tré, il est vraisemblable que cette flore est
principalement composée de bactéries lac-
tiques aéro-anaérobies facultatives prove-
nant des levains, capables de se développer
dans différentes conditions d'incubation
(Baird et al, 1987).

Pour les 3 fabrications, la flore totale
dénombrable sur LGA a été inférieure de 1
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a 2 logarithmes décimaux a la flore totale
poussant sur VELA, ce qui traduit un degré
de sélectivité supérieur du milieu LGA.

Cet écart de dénombrement de flore
totale entre les 2 milieux peut s'élever
(jusqu'a 3,5 logarithmes décimaux), en par-
ticulier en début d'affinage pour les fro-
mages fabriqgués & partir de lait microfiltré
non ensemencé en bactéries propioniques
(essai MF) ou la flore dominante n'est
constituée en début d'affinage que par les
levains lactiques. Ceci traduit le fait que les
bactéries lactiques mises en ceuvre en fabri-
cation d'emmental ne se développent pas
sur le milieu LGA et confirme les résultats
obtenus par Madec et al, (1993) avec des
cultures pures de diverses bactéries lac-
tiques.

Différenciation des colonies
de bactéries propioniques

Pour les 3 fabrications, le dénombrement

des bactéries propioniques sur VELA et sur
LGA a conduit a des résultats similaires. |l
semble cependant que le milieu LGA pré-
sente un meilleur seuil de détection, en amé-
liorant la "lecture» des boites lorsque la
flore propionique présente dans ['échan-
tillon est trés basse. C'est le cas des dénom-
brements effectués en tout début d'affinage
sur les fromages MF, pour lesquels la popu-
lation propionique est inférieure & 100 UFC/g
de fromage. Dans le lait de fabrication et le
caillé frais, le dénombrement des bacté-
ries propioniques se révéle trés délicat sur
les 2 milieux. En effet, dans la pratique, le
critere de décoloration décrit pour la recon-
naissance des bactéries propioniques sur
LGA (Madec et al, 1993), a savoir l'obser-
vation de halos de décoloration autour des
colonies de bactéries propioniques n'est
pas toujours utilisable: selon le niveau et
la nature de la flore résistante au lithium
poussant sur ce milieu, la totalité de la cul-
ture peut virer au violet pale; la difficulté de
"lecture» des milieux LGA et VELA est alors
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identique. Par ailleurs, des colonies de bac-
téries non propioniques présentant le carac-
tere «acidifiant», bien qu'étant dénombrées
a des dilutions 100 a 10 000 fois plus fortes
que les bactéries propioniques, peuvent
entrainer des dénombrements erronés si
des précautions ne sont pas prises. Ces
«faux-positifs»  sont observés tant que la
population propionique n'est pas dominante
(fabrication MF et 10 premiers jours d'affi-
nage en cave chaude pour la fabrication
TH). L'aptitude a fermenter le glycérol, peu
répandue parmi les bactéries lactiques, est
cependant retrouvée chez certains lacto-
bacilles mésophiles (Zanoni et al, 1987 ;
Collins et al, 1989) et entérocoques (Mundt,
1986). Ces micro-organismes font partie de

la flore capable de se développer pendant
l'affinage  des pates pressées cuites
(Sharpe, 1962; Efthymiou et al, 1974).

L'origine de cette flore secondaire,
laquelle les entérocoques
une place prépondérante,

minée de fagon certaine. La présence

d'entérocoques dans un des levains com-
merciaux employé et dans la saumure peut
expliquer cependant le fait que des souches
d'Enterococcus durans aient été retrouvées
dans les fromages fabriqués a partir de lait
microfiltré, dans lequel la flore totale n'excé-
dait pas 5 102 UFC/ml. La résistance ther-
mique des entérocoques (Sanz Perez et al,
1982) peut expliquer leur présence dans
les fromages fabriqués a partir de lait ther-
misé.

parmi
semblent tenir
n'a pas été déter-

En conclusion, le milieu LGA a une sélec-
tivité élevée vis-a-vis des levains lactiques
mais présente les limites d'utilisation qui
viennent d'étre décrites pour dénombrer les
bactéries propioniques dans les fromages
fabriqués a partir de lait peu épuré (ther-
misé), dans lesquels une flore complexe,
provenant du lait, se développe pendant
l'affinage. Cette constatation a donné lieu
a l'amélioration de la sélectivité du milieu
LGA vis-a-vis de la flore du lait (Madec et al,
1994).

Croissance des bactéries propioniques

Les principales données sur la cinétigue de
croissance des bactéries propioniques pen-
dant l'affinage de fromages expérimentaux
de type emmental ont été comparées
(tableau 1). Les populations finales atteintes
par les bactéries propioniques sont res-
pectivement de 9,0 et 9,5 log UFC/g pour
les fabrications effectuées au lait thermisé
(TH) et microfiltré réensemencé (MFR). Ces
niveaux de population sont comparables a
ceux qui ont été reportés dans le cas de
fromages expérimentaux (Hettinga et al,
1974 ; Fryer et Peberdy, 1977 ; Gilles et al,
1983 ; Turner et al, 1983 ; Baer et al, 1993)
ou de fromages commerciaux (Steffen et
al, 1986). Ces niveaux de population ne
sont cependant pas atteints au méme stade
d'affinage en cave chaude pour les fabri-
cations TH et MFR, mais aprés respective-
ment 2 et 4 semaines.

L'analyse des profils de restriction d'ADN
confirme que seul le levain propionique mis
en ceuvre se développe dans les fromages
MFR. Les taux de croissance des bactéries
propioniques ont été trés voisins (respecti-
vement 18,6 et 18,1) pour les 2 fabrications
TH et MFR, bien qu'il s'agisse de 2 popula-
tions tres différentes dans chaque cas: une
culture «sauvage» multi-souches dans le
cas de la fabrication TH, une culture pure
de P freudenreichiisubsp ~ shermaniiTL 30
dans le cas de la fabrication MFR.

Dans le cas des fromages fabriqués a
partir de lait microfiltré non réensemencé
en bactéries propioniqgues (MF), la crois-
sance des bactéries propioniques est plus
lente (temps de génération égal a 25,6 h), la
population finale atteinte par les bactéries
propioniques n'est que de 6,8 10gUFC/g et
la production d'acide propionique se situe
a la limite de détection. L'essai MF n'a mal-
heureusement pas pu étre prolongé pour
confirmer la stabilisation de la flore propio-
nique a ce niveau.



Tableau 1 Cinétique de croissance des bactéries propioniques au cours de laffinage en cave chaude de fabrications expérimentales de type
emmental.
Growth of propionibacteria  during warm room ripening of experimental 8wiss-type cheeses.

Parameétres de fabrication Croissance Propionibacterium Référence
Traitement Température Inoculum 10gUFCImi Tg (h) C?
lait pHa24h cave chaude (I'"ait) %
oC entrée CC  milieu CC fin CC g
3
CcD
TH 5,17 24 0 2,8 8,1 9,0 18,8 Cette étude g
MF 517 24 0 <1 4,6 6,8 25,6 Cette étude &
MFR 5,15 24 100 6,5 9,5 9,5 18,1 Cette étude Y
a
P @- - - 6,4 9,4 184 Hettinga et al, 1974 i
P 5,37 21-22 75 6,2 8,1 9,0 41# Fryer & Peberdy, 1977 eg
P 5,15-5,30 22 15 6,5 8,7 9,0 46# Gilles et al, 1983 a
P 5,0 22 15 6,3 9,0 - 254 Turner et al, 1983 o
0,0005# <1 6,8 9,1 30# Baer et al, 1993 I:iJ"
0,083# 3,2 8,8 9,2 35# Baer et al, 1993 5
5# 54 8,8 9,4 38# Baer et al, 1993 en

TH, MF, MFR : voir texte; P: pasteurisé; CC : cave chaude; entrée: 0 ou 1| ; milieu: 14j ; fin: 28| ; sauf pour Baer et al, 1993 : 5, 45 et 90 j. Tg : temps de
génération; # calculé d'apres les données des auteurs (hypothése: inoculuma 9,7 ufciml) ; (1) - : donnée non disponible.

TH, MF, MFR: see text; P: pasteurized; CC: warrn room; entrée: 0 ta 1d; milieu: 14 a; fin: 28 d; except for Baeret al, 1993: 545 and 90 d. Tg: generation time; # calcu-
lated from authors data (hyp: inoculum at 9.7 log cfu/ml); (1) -:not available data.
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La difference entre les temps de géné-
ration observés pour cette fabrication d'une
part et les essais TH et MFR d'autre part,
peut étre due au développement d'une flore
contaminante inhabituelle susceptible d'inhi-
ber le développement des bactéries pro-
pioniques ou a la nature de la population
propionique présente ou encore a une com-
binaison de ces facteurs.

Les valeurs des temps de génération
obtenus pendant l'affinage des fromages
TH et MFR sont voisines de celles que nous
avons calculées a partir des données obte-
nues par Hettinga et al (1974) et Tumer et al
(1983) lors de fabrications de fromages
emmental ensemencés avec une souche
de P freudenreichii subsp shermanii. En
revanche, dans d'autres fabrications expé-
rimentales d'emmental décrites par Fryer
et Peberdy (1977), Gilles et al (1983) et
Baer et al (1993), ensemencées a différents
niveaux par P freudenreichii, les temps de
génération des bactéries propioniques
observés en cave chaude (21-22°C), com-
pris entre 30 et 46 h, étaient supérieurs a
ceux obtenus dans cette étude.

Les connaissances concernant les ciné-
tiques de croissance des bactéries propio-
niques dans le fromage sont limitées.
Cependant, les différences considérables
de comportement des bactéries propio-
niques en milieu liquide et la connaissance
de la sensibilit¢ de certaines souches a des
facteurs tels que de faibles différences de
pH autour de 5,0-5,5 (Langsrud et Rein-
bold, 1973) peuvent suffire pour rendre
compte des variations observées du taux
de croissance.
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