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Clostridium  tyrobutyricum est le principal agent responsable
du gonflement butyrique des fromages. L'apparition du défaut est
avant tout fonction du nombre de spores de C. tyrobutyricum  pré-
sentes dans le lait de fabrication. La contamination du lait a lieu
a la production et dépend des soins apportés a la traite mais aussi
et surtout du type d'aliment distribué aux vaches et de sa qualité
bactériologique [9], la source principale de contamination étant
presque toujours l'ensilage. Ensuite I'apparition du défaut est liée
aux conditions qui régnent dans le fromage dans la mesure ol
elles peuvent contribuer a ralentir sinon empécher la croissance de
C. tyrobutyricum, c'est le cas pour le pH, la teneur en eau, la concen-
tration en sel... Toutefois les fromages d'un type donné, ayant des
caractéristiques  identiques et fabriqués a partir de laits contenant
les mémes nombres de spores, ne présentent pas toujours les mémes
signes de gonflement butyrique. Ceci tend a prouver que d'autres
facteurs jouent certainement un rble dans l'apparition du défaut.
On sait que des coliformes, des Bacillus mais aussi des bactéries
lactiques de diverses especes ainsi que des bactéries propioniques
sont capables de stimuler la croissance et la production de gaz
de C. tyrobutyricum [1, 14, 22, 32]. D'ailleurs cette bactérie ne fer-
mentant que le lactate et un nombre limité de sucres [29], en parti-
culier pas le lactose, il est nécessaire que ce sucre soit dégradé par
d'autres bactéries pour qu'elle puisse l'utiliser. D'autre part puis-
gu'elle ne peut utiliser le lactate qu'en présence d'acétate et que ce
dernier est de plus le principal promoteur de la germination de sa
spore [2], il est évident que les bactéries produisant de l'acétate
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dans le fromage, y favorisent la croissance de C. tyrobutyricum.
Inversement on sait que certaines souches de bactéries lactiques
sont capables d'inhiber C. tyrobutyricum autrement que par l'acidi-
fication dont elles sont responsables. C'est le cas pour certaines
souches de Streptococcus lactis productrices de nisine [13] et de
lactobacilles, vraisemblablement grace a l'eau oxygénée qu'ils pro-
duisent [6, 8]. D'autres souches de lactobacilles tels que L. casei,
L. plant arum, L. acidophilus et L. helveticus ou méme de streptoco-
ques non producteurs de nisine sont également capables d'inhiber
C. tyrobutyricum en culture sans qu'on ait identifié les substances
qui en sont responsables [7, 12, 20, 24]. Par conséquent on 'peut
penser que les nombreux micro-organismes présents dans les fro-
mages sont susceptibles de jouer un rdle dans I'apparition du gon-
flement butyrique soit parce qu'ils favorisent la croissance de
C. tyrobutyricum, soit au contraire parce qu'ils la défavorisent.

A part l'utilisation de souches nisinogénes en fromagerie qui a
fait l'objet de nombreux travaux [par ex. 8, 15, 23], celle d'autres
souches inhibitrices a été relativement peu étudiée [8, 20]. Or les
phénomenes d'antagonisme pourraient é&tre mis a profit pour lutter
contre le gonflement butyrique.

C'est dans ce but que nous avons entrepris le présent travail.
Nous avons d'abord recherché des souches inhibitrices de C. tyro-
butyricum  parmi des bactéries lactiques et surtout celles qui sont
utilisées ou se développent naturellement dans les fromages. Ces
bactéries ont été ensuite utilisées dans la fabrication de fromages
d'Emmental afin de voir si leur activité inhibitrice est suffisante
pour y empécher le développement de C. tyrobutyricum et donc s'il
serait possible de les employer pour contrdler le gonflement buty-
rique. D'autre part bien que cela nait pas été le but de I'étude
nous avons tenté de déterminer la nature des facteurs inhibiteurs
en cause.

MATERIEL ET METHODES

1. Souches

Les souches dont on a examiné les aptitudes inhibitrices se
répartissaient de la maniére suivante : 35 Lactobacillus  bulgaricus,
32 L. lactis, 31 L. casei, 26 L. helveticus, 18 L. plantarum, 8 L. acido-
philus, 5 L. jugurti, 4 L. salivarius, 3 L. [ermenti, 2 L. buchneri, 2 L.
brevis, 1 L. leichmanii, 1 L. cellobiosus et 1 L. species ; 35 Strepto-
coccus  thermophilus, 17 S. aiacetylactis, 9 S. cremoris, 8 S. lactis,
3 S. durans, 2 S. [aecalis, 2 S. species, 2 Leuconostoc  citrovorum,
1. L. dextranicum, 3 pédiocoques. Ces souches provenaient soit de
notre collection, soit d'autres collections internationales et leurs
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origines étaient variées. Etant donné leur nombre, seule l'origine des
souches intéressantes sera précisée dans les résultats.

Les souches de C. tyrobutyricum étaient CNRZ 500, 510, 514, SIS,
595, 596 et 60S; elles provenaient de notre collection [29] et ont été
isolées a partir de laits, de fromages et d'ensilages.

Les autres souches utilisées étaient Propionibacteriurn. arabino-
sum P9 et P. freundenreichii  subsp. shermanii CNRZ 435.

2. Sélection des souches inhibitrices

L'activité inhibitrice des souches de bactéries lactiques était
déterminée par la méthode de diffusion en gélose. Le milieu RCM
gélosé était inoculé avec une suspension de spores de C. tyrobutyri-
cum CNRZ 510 activées par la chaleur [2] a raison de 10° spores par
ml et réparti en boites de Petri. On déposait a la surface du milieu
six a huit disques de papier stériles (diam. 9 mm pour tests
antibiotiques) qui étaient ensuite imprégnés d'une goutte de la culture
a examiner. Ces derniéres étaient effectuées sur lait tournesolé
incubé a 30°C ou 37°C suivant qu'il s'agissait de mésophiles ou de
thermophiles et prélevées peu de temps apres le caillage du lait.
Dans le cas de souches se développant mal sur le lait, on ajoutait
a celui-ci 10p. 100 de milieu MRS. Les boites de Petri étaient
ensuite incubées pendant 2 a 3 j dans les jarres anaérobies en
présence de Gas Pak. L'effet inhibiteur était alors mesuré par la
zone d'inhibition de la croissance de C. tyrobutyricum. Tous les
essais ont été effectués en double.

D'autre part les souches inhibitrices ont été essayées sur les
sept souches de C. tyrobutyricum ensemencées sous forme de spores
ou de cellules végétatives dans le milieu RCM gélosé, du MRS gélosé
et du milieu au lactate gélosé dans les mémes conditions que précé-
demment. Enfin de la méme maniére on a examiné leur influence
sur les bactéries propioniques et les souches de bactéries lactiques
utilisées comme levains dans la fabrication des fromages.

3. Nature des substances inhibitrices

La présence d'Ho02 dans les cultures sur lait des souches inhibi-
trices a été recherchée par iodométrie. La production d'H202 au
cours du test d'inhibition en gélose a été recherchée par la technique
au dioxyde de manganese et celle a la benzidine [36]. Enfin on a
étudié l'effet de la catalase sur l'inhibition en ajoutant une solution
de cette enzyme au milieu gélosé ensemencé juste avant répartition
en bofte de maniere a obtenir une concentration finale de 10 ~g/ml
[6]. On vérifiait que la catalase était encore active aprés les 2 a 3 j
d'incubation.
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Dans le but de localiser les substances inhibitrices, des cultures
ont été effectuées en milieu MRS puis centrifugées a 5000 g, les
culots ainsi que les surnageants obtenus concentrés ou non, tels
quels ou chauffés a 100°C pendant 5 mn, ont été testés sur le
milieu gélosé. Les culots de cellules remis en suspension dans du
tampon phosphate 0,03 M a pH 7,0 ont également été soumis a
I'action des ultrasons (Siduse US 77-7 a 23 khz) pendant 20 mn,
centrifugés et le culot ainsi que le surnageant obtenus testés pour
l'activité inhibitrice. On a procédé de méme avec des cultures
autolysées en eau au lieu d'étre désintégrées. On a effectué aussi
des cultures sur lait ou en milieu MRS pendant les périodes plus
ou moins longues, de 1 a 5 j, dans un appareil a dialyse et testé
périodiquement le dialysat et la culture.

Enfin des cultures des souches inhibitrices ont été réalisées sur
milieu MRS et RCM gélosé a 0,7p. 100. Le milieu était réparti en
erlenmeyer de 50 ml en couche de 1 cm environ d'épaisseur, sté-
rilisé, inoculé en surface avec environ 1 ml de préculture en' milieu
liqguide puis incubé en jarre anaérobie pendant 48 h a 72 h a
30°C ou 37°C. La gélose était centrifugée et le liquide surnageant
était testé pour son activité inhibitrice aprés filtration sur membrane
(Millipore - 0,45 um).

4. Fabrications fromagéres

Des fromages d'Emmental ont été fabriqués selon le procédé
habituel en utilisant un levain lactique normal constitué d'une souche
de L. helveticus, CNRZ 303 et d'une souche de S. thermophilus, CNRZ
302 ainsi qu'un ensemencement du lait en bactéries propioniques,
P. arabinosum P9 ou P. freudenreichii  subsp. shermanii CNRZ 435.

A part le cas des fromages de controle, le lait de fabrication était
également ensemencé avec une suspension de spores de C. tyrobu-
tyricum (mélange de cinq souches) a raison de 2-5spores par ml. En
outre des cultures actives des différentes souches inhibitrices prépa-
rées sur lait autoclavé étaient ajoutées, seules ou en mélange, au
lait de fabrication un peu avant I'emprésurage a raison de 0,1p. 100
au total, ceci quel que soit le nombre de souches sauf pour L., hel-
veticus 45 qui était toujours ajouté a 0,1p. 100,o0u 0,2p. 100 lorsqu'il
était le seul lactobacille thermophile (deuxiéme série). Trois séries
de fabrications ont été ainsi réalisées a plusieurs mois d'intervalle.
Les différentes combinaisons de souches utilisées figurent dans les
résultats. Pour chaque série, deux fois par semaine, deux fromages
étaient fabriqués a partir du méme lait ensemencé avec deux souches
inhibitrices différentes ou le mélange sauf dans la premiére série
qui constituait un essai préliminaire. La succession des souches
et de leur mélange était organisée suivant un plan en blocs incom-
plets équilibrés de facon a éliminer Il'influence des conditions ‘jour-
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nalieres de fabrication. Dans la deuxiéme série, pour les lactobacilles
se développant lentement sur le lait, les précultures ont été effectuées
dans du lait additionné d'extrait de levure, 1 g par litre ; de Mg
SO,7H20, 0,2 g par litre et de MnS04AH20, 0,05 g par litre, ce milieu
permettant une croissance plus rapide.

Pour chaque fromage on mesurait le pH au centre et en talon
aprés 6 h de pressage et le lendemain, soit 24 h aprés le début de
la fabrication, de maniere a apprécier l'allure de son acidification.
A 24 h on mesurait également son extrait sec. On notait le temps
de séjour en cave chaude ce qui donnait une indication sur la vitesse
d'ouverture des fromages et l'apparition du gonflement butyrique.

En fin d'affinage les fromages étaient coupés, leur ouverture
notée et on effectuait un examen organoleptique. La présence d'un
gonflement butyrique était confirmée (ou non) par un dénombrement
de C. tyrobutyricum. En outre sur une partie des fromages on a
recherché la présence d'inhibiteurs de C. tyrobutyricum et dénombré
les lactobacilles mésophiles. Pour le pouvoir inhibiteur on a utilisé
la méme technique que celle qui a servi a sélectionner les souches.
Le disque de papier était remplacé par un disque de fromage
(diam. 8-10 mm, épaisseur 1-2 mm) déposé dans une cupule de
méme diameétre découpée dans le milieu gélosé ensemencé en spores
de C. tyrobutyricum. Les lactobacilles mésophiles étaient dénombrés
en milieu MRS gélosé dans des tubes profonds incubés a 200 C,
avec confirmation par observation microscopique de quelques colo-
nies. Ces examens étaient pratiqués sur les fromages le lendemain de
leur fabrication et en fin d'affinage.

RESULTATS

1. Sélection des souches inhibitrices

La technique de diffusion en gélose a été choisie parce que c'est
celle qui convient le mieux pour I'examen d'un grand nombre de
souches d'autant plus qu'elle permet d'éviter les inhibitions par
simple acidification que l'on peut observer par la technique en
milieu liquide. Parmi les 252 souches examinées, une vingtaine
exercaient un effet stimulant sur la croissance de C. tyrobutyricum
CNRZ 510 (colonies plus denses autour du disque), seulement neuf
exergaient une inhibition et le reste était sans effet. Trois L. helveticus
ne provoquant qu'une zone d'inhibition trés étroite et de maniéere
non reproductible, six souches inhibitrices seulement ont été rete-
nues (tab. 1). Ces derniéres inhibaient également les autres souches
de C. tyrobutyricum  testées, les zones étant plus ou moins étroites.
A part une exception elles n'‘avaient aucun effet sur les souches de
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bactéries utilisées couramment comme levains en fromagerie et
dans ces essais: S. lactis CIO, S. cremoris C7, S. diacetylactis DRCI,
L. helveticus 303, S. thermophilus CNRZ 302, P. arabinosum P9 et
P. freudenreichii  subsp. shermanii CNRZ 435. La seule exception
concerne les deux souches de L. plantarum qui inhibaient légérement
S. lactis et un peu plus L. helveticus, les largeurs des zones d'inhi-
bition étant respectivement de moins de 0,5 mm et denviron 1 mm.

TABLEAU 1
Souches inhibitrices de C. tyrobutyricum CNRZ510

Largeur des zones d'inhibition*

Souche (en mm)
L. plantarum 3 3
L. plantarum CNRZ343 3
L. casei K6 4
L. casei CNRZ316 35
L. helveticus 45 25
S. diacetylactis CNRZ 190 3

* Ceci représente la largeur de l'anneau dépourvu de colonies qui entourait le
disque de papier. et non le diametre de la zone d'inhibition; milieu RCM.

2. Nature de l'inhibition

L'inhibition se produisait aussi bien lorsque le milieu était
ensemencé avec des cellules végétatives de C. tyrobutyricum  qu'avec
des spores. Dans le cas des spores I'examen microscopique des
prélevements effectués dans la zone d'inhibition montrait qu'elles
avaient perdu leur réfringence mais ne dépassaient pas ce stade
ce qui signifiait que ce n'est pas la phase initiale mais la phase de
croissance de la germination qui était inhibée.

L'inhibition n'était pas due a l'acide lactique apporté par la
culture ou formé dans les disques par les cellules au cours de
l'incubation. La présence d'indicateur coloré (pourpre de bromo-
crésol) dans le milieu n'a pas montré de zone acide autour du
disque et l'addition de tampon phosphate au milieu ne supprimait
par linhibition. Dr'ailleurs celle-ci se produisait aussi bien dans le
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milieu au lactate que dans un milieu (RCM ou MRS) contenant
un sucre fermentescible par les souches inhibitrices. Enfin seulement
six souches sur deux-cent-cinquante-deux s'étaient révélées inhibitri-
ces alors que toutes produisaient de l'acide lactique et certaines
méme trés activement.

Certaines souches de bactéries lactiques inhibant C. tyrobuty-
ricum ou dautres bactéries [3, 6, 10, 16, 35] grace a la production
d'H202, nous avons examiné cette éventualité. Les précultures sur
le lait ne contenaient pas ce' composé en quantité dosable par
iodométrie. Il ne s'en formait pas non plus dans les zones d'inhi-
bition entourant les disques. Enfin I'addition de catalase dans le
milieu de culture ne supprimait pas l'inhibition provoquée par les
six souches alors qu'elle annulait l'effet inhibiteur d'un disque
imprégné d'H202.

Dans le but de déterminer la nature de l'inhibition, des cultures
des deux souches les plus actives, L. casei K6 et L. plantarum 343,
ont été effectuées en milieu MRS liquide. Elles présentaient la
méme activité que les cultures sur le lait mais étaient plus faciles a
traiter. Apres centrifugation on a constaté que lactivité était liée
aux cellules, le surnageant méme concentré dix fois n'ayant aucun
effet sur C. tyrobutyricum (tab. 2) de méme dailleurs que les

TABLEAU 2

Influence de divers traitements sur l'inhibition de C.tvrobut yricum
par L. casei K6 et L. plantarum 343

Traitement ou fraction Inhibition

Dialysat de culture

Centrifugation: - surnageant
-culot +
Chauffage: 100° C 5 mn

Chloroforme

Ultrasons: - fraction soluble

-culot* +
Lyseen eau: - fraction soluble

-culot

* Contenait encore des cellules viables.
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dialysats de cultures de différents ages. Le chauffage des cellules
a 1000C ou leur traitement par le chloroforme supprimait [I'inhibi-
tion. Lorsque les cellules étaient désintégrées par les ultrasons I'acti-
vité inhibitrice ne se retrouvait pas dans la partie soluble mais
seulement dans les débris cellulaires. Toutefois dans cette derniéere
fraction il restait des cellules viables, de l'ordre de 1 a 10p. 100
suivant les essais, dénombrables sur milieu de culture. Par contre
le culot et le surnageant de centrifugation de suspensions de cellules
incubées en eau pendant 48 h, en grande partie lysées et ne contenant
plus de cellules viables, ne présentaient aucune activité.

Lorsqu'on intercalait un morceau de membrane de dialyse entre
les disques imprégnés des cultures des six souches et le milieu
ensemencé en C. tyrobutyricum on n'observait aucune inhibition.

Des fragments de milieu gélosé prélevés autour des disques dans
les zones d'inhibition ont été déposés sur du milieu RCM ensemencé
en C. tyrobutyricum.  Apreés incubation, pour cing des souches inhi-
bitrices étudiées, on observait des zones d'inhibition d'un diameétre
de 12-15 mm mais on constatait qu'il y avait eu croissance des
bactéries lactiques au niveau du fragment de gélose. La zone d'inhi-
bition autour des disques étant étroite, il était en effet difficile de
prélever du milieu qui nait pas été en contact avec le disque et
donc dépourvu de cellules de bactéries lactiques. Cependant dans
le cas d'une souche au moins, il n'y avait ni colonies, ni croissance
décelable a Il'examen microscopique dans le fragment de gélose et
cependant on observait une plage d'inhibition d'un diametre de 5 a
6 mm. Celle-ci n'était donc pas due a la présence de cellules de la
souche de lactobacilles inhibiteurs mais bien a une substance présente
dans la gélose et formée au cours de l'incubation précédente. La
production de composés inhibiteurs en milieu gélosé et non en
milieu liquide a déja été observée chez dautres bactéries [37]. Afin
de le vérifier, des cultures des six souches inhibitrices ont été
effectuées sur milieu RCM et MRS gélosés a 0,7p. 100 [37]. Apres
incubation, les extraits de culture débarrassés de cellules n'exercaient
pas d'effet inhibiteur sur C. tyrobutyricum lorsqu'ils étaient essayés
par la méthode de diffusion.

3. Utilisation des souches inhibitrices dans des fabrications
d'Emmental

Un premier essai préliminaire a d'abord été réalisé et ne com-
portait qu'un petit nombre de fromages fabriqués avec addition
des souches inhibitrices (tab. 3). Sauf ceux fabriqués avec S. diaée-
tylactis aucun ne présentait de défaut butyrique méme localisé bien
que dans le cas de L. casei l'un des fromages contenait un nombre
de C. tyrobutyricum suffisant pour qu'on puisse conclure @ un
développement de cette bactérie. Apres pressage les caractéristiques
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TABLEAU 3

Influence des souches inhibitrices sur I'apparition du gonflement butyrique
dans des fromages d'Emmental (essai préliminaire)

pH des fromages a

Extrait Nombre de
Souch_es i/nhibitrices 6h 24h sec fromages
ajoutées (1) en p.100 butyriques
a24 h )
C T C T
Témoin sans
C. tyrobutyricum 5,52 5,45 5,12 512 61,2
L. plantarum 3 + 343 5,30 5,16 5,u7 514 60,4
L. casei K6 + 316 55 5,40 5,14 5,12 61,0 1Ba
L. helveticus 45 5,24 5,08 5,19 517 60,6
S. diacetylactis 190 5,36 5,24 5,13 5,11 60,8 1B
Mélange six souches 5,10 5,15 5,07 5,15 60,0
(1) Deux fromages fabriqués par espéce : l'un avec C. tyrobut yricum, l'autre

sans, et quatre pour le mélange : deux avec et deux sans C. tyrobutyricum. Les
résultats indiqués représentent les moyennes, C = Centre et T = Talon.

(2) B = fromage présentant un gonflement butyrique d'aprés I'aspect de I'ou-
verture et l'analyse.

Ba = ouverture non typiquement butyrique mais développement de C. tyro-
butyricum dans le fromage d'aprés I'analyse.

(pH, extrait sec) des différents fromages étaient a peu prés les
mémes mais les valeurs du pH a 6 h montraient que I'acidification
était le plus souvent plus rapide que dans les témoins ne comportant
qgue les levains traditionnels et ceci surtout dans le cas du mélange
de souches. D'une maniére générale les fromages étaient d'autant
moins ouverts que l'acidification était plus rapide. Tous les fromages
fabriqués exercaient une inhibition sur la croissance de C. tyrobu-
tyricum par la méthode de diffusion en gélose, que ce soit 24 h aprés
la fabrication, au début du passage en cave chaude ou a la fin de
I'affinage. Les deux fromages témoins étaient inhibiteurs en fin
d'affinage mais pas a 24 h. A partir de l'un d'eux on a dailleurs
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isolé une souche de lactobacille inhibitrice appartenant vraisembla-
blement a l'espéce L. casei.

Une deuxieme série de fromages a été fabriquée pour confirmer
ces résultats mais pour chaque espéce inhibitrice on a utilisé une
seule souche et on n'a pas testé le mélange complet des différentes
espéces. En outre on a abandonné S. diacetylactis. Les fromages
d'essai présentaient des caractéristiques a 24 h semblables a celles
des témoins (tab. 4). Toutefois, comme dans I'essai préliminaire,
l'acidification était plus rapide lorsque les souches inhibitrices, sauf
L. plant arum, étaient présentes. Les fromages ouvraient a peu pres
en méme temps sauf ceux fabriqués avec L. plantarum qui ouvraient
aussi vite que les témoins butyriques sans souche inhibitrice (tab.4).
D'ailleurs deux d'entre eux présentaient un gonflement butyrique
apparent ainsi que trois de ceux fabriqués avec la souche inhibitrice
de L. helveticus seule c'est-a-dire sans autre lactobacille thermophile,
chez ces derniers le gonflement était cependant plus tardif. Les
fromages fabriqués normalement avec addition de L. casei et L. hel-
veticus étaient exempts de défauts butyriques bien que deux d'entre
eux contenaient un nombre important de C. tyrobutyricum.  Tous les
fromages y compris les témoins exercaient un effet inhibiteur plus
ou moins marqué sur la croissance de C. tyrobutyricum lorsqu'ils
étaient examinés par la méthode de diffusion en gélose. Les dénom-
brements effectués pour vérifier si les lactobacilles mésophiles inhi-
biteurs se développaient dans les fromages n'ont pas été concluants.
En effet tous les fromages contenaient dés le 2¢ jour ce type de
lactobacilles en nombre variant de 10' & 10° par g ; seuls, ceux
avec addition de L. plantarum présentaient en général des nombres
plus élevés, en moyenne 7.10"' (10" & 2.10% alors que dans les autres
les nombres n'excédaient pas ID. La souche inhibitrice de L. helve-
ticus se développait bien puisque lorsqu'elle était utilisée seule avec
le levain de S. thermophilus, I'évolution du pH dans les fromages
était correcte et méme plus rapide que dans les témoins (tab. 4).

Enfin une troisieme série de fromages a été fabriquée avec les
mémes combinaisons de souches inhibitrices que dans la premiere
a l'exception de S. diacetylactis. Mais les résultats étaient nettement
moins bons, en effet dans chaque lot, une partie des fromages
présentaient des défauts butyriques apparents, et méme tous dans
le cas de L. casei (tab. 5). Cependant les défauts apparaissaient un
peu plus tardivement que dans les fromages sans souches inhibitrices.

Malgré ces irrégularités, si on considere globalement les trois
séries d'essais, la proportion de fromages ensemencés avec des
souches inhibitrices et présentant un défaut butyrique apparent
était de 43p. 100 (57p. 100 si on compte également ceux contenant
un nombre élevé de C. tyrobutyricum) au lieu de 90p. 100 pour les
fromages fabriqués sans souche inhibitrice.



TABLEAU 4

Influence des souches inhibitrices sur l'apparition du gonflement butyrique dans les fromages d'Emmental

pH des fromages a

Souches inhibitrices . Extrait sec Temps de
et C. tyrobutyricum (Ct) 6h 24h en p. 100 séjour en
ajoutés (1) a24h cave chaude
C T C T

- - 5,75 5,58 5,16 517 62,1 59,4

- Ct 5,69 5,54 512 5,16 61,8 47,2

L. plantarum 3 + Ct 572 5,50 517 5,15 62,1 45,0

L. casei K6 + Ct 5,51 5,30 512 5,10 61,3 68,6

L. helveticus 45+ Ct 5,46 5,32 511 511 61,4 61,6

L. helveticus 45S + Ct 5,51 5,38 512 5,08 61,4 59,0

(deuxieme essai)

Nombre de
fromages
butyriques (2)

4B
2B
1Ba
1Ba

3B + 1Ba

(1) Pour chaque type cing fromages ont été fabriqués ; dans la fabrication S avec L. helveticus 45, seule cette souche était

utilisée comme .lactobacille thermophile en plus de la souche de Streptococcus thermophilus habituelle.
(2) Voir légende du tableau 3.

[\
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TABLEAU 5

Influence des souches inhibitrices sur I'apparition du gonflement butyrique dans les fromages d'Emmental (troisieme essai)

pH des fromages a

Souches inhibitrices Exstggit Temps de Nombre de
et C. tyrobutyricum (Ct) 6h 24h en 0100 séjour en fromages
ajoutés (1) 1P cave chaude butyriques (2)
a24 h
C T C T
- - 5,66 5,56 5,18 5,17 60,6 53,2
- Ct 5,66 5,50 5,21 5,22 61,4 48,0 SB
L. plantarum 3 + 343+ Ct 5,58 5,54 5,16 5,20 61,8 53,0 3B
L. casei K6 + 316+ Ct 5,59 5,56 5,22 5,22 62,0 49,0 SB
L. helveticus 45 + Ct 5,50 5,40 5,18 5,16 61,2 55,2 4B
Mélange cing souches + Ct 5,51 5,45 5,16 5,16 61,4 50,0 3B

(1) Pour chaque groupe cing fromages ont été fabriqués.
(2) Voir légende tableau 3.
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DISCUSSION

Les bactéries qui ont exercé une activité inhibitrice sur la crois-
sance de C. tyrobutyricum  appartiennent a des especes dont certaines
souches ont déja été signalées comme capables d'inhiber C. tyrobu-
tyricum [6,7, 12,20,24] ou d'autres bactéries [4,5, 10, 16,21,26,27,
34,35]. Par contre la souche NCDO 151de L. casei mentionnée comme
active contre C. tyrobutyricum [24] s'est avérée sans effet lorsqu'on
I'a examinée au cours de la sélection des souches inhibitrices. Mais
il est possible que la souche que nous avons utilisée ait été modifiée
au cours de la conservation dans notre collection et ne corresponde
plus a celle étudiée par ailleurs [24].

Quelle que soit la souche, l'inhibition s'exercait sur la croissance
végétative de C. tyrobutyricum et non sur la germination de la spore.

Contrairement a ce qui a été trouvé précédemment, aucune des
souches étudiées dans ce travail n'agissait grace a la formation
d'eau oxygénée comme c'est le cas pour L. plantarum et d'autres
lactobacilles vis-a-vis de C. tyrobutyricum [6, 7, 35] ou d'autres
especes bactériennes [3, 10, 27]. La meilleure preuve est que la
catalase ne supprimait pas l'effet inhibiteur des souches étudiées.

Les composés inhibiteurs n'étaient d'ailleurs pas dialysables ni
méme libérés dans le milieu de culture comme c'est le cas en parti-
culier pour la souche NCDO 151 de L. casei qui inhibe C. tyrobuty--
ricum [24]. Il ne s'agissait donc pas de métabolites comme par
exemple l'acide acétique [26,31] ou des antibiotigues comme la nisine
[13, 15], la diplococcine [25] ou d'autres substances solubles non
identifiées [11, 12, 24, 28, 32] formées par différentes bactéries
lactiqgues appartenant aux espéces étudiées ici ou a des especes
voisines.

Comme le montrent les résultats, I'inhibition ne se produisait
gu'en présence de la fraction cellulaire des cultures, il pouvait donc
s'agir de composés déja présents dans les cellules mais qui ne
seraient libérés qu'au cours du test d'inhibition en anaérobiose ou
de composés qui ne se formeraient qu'au cours de ce test. Les
lysats et les fractions solubles de cellules traitées aux ultrasons
étaient inactifs, les composés inhibiteurs pourraient étre liés aux
débris cellulaires mais il n'était pas possible de conclure sur ce point
car ces fractions contenaient encore des cellules viables. Toutefois
si c'est le cas, les composés en cause n'étaient pas thermostables
puisque les cellules chauffées étaient inactives. Comme le traitement
au chloroforme supprimait également [I'inhibition, celle-ci serait liée
a la présence de cellules viables, la seconde hypothése semble donc
la plus vraisemblable. 1l ne s'agit ni d'eau oxygénée, ni de l'acide
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lactique pour les raisons évoquées ci-dessus ou dans les résultats.
Les composés inhibiteurs produits étaient capables de diffuser dans
la gélose mais ne semblaient pas dialysables puisqu'une membrane
intercalée entre les disques et le milieu ensemencé en C. tyrobutyri-

cum supprimait l'inhibition. Comme il a été montré que certains
streptocoques ne produisent une substance inhibitrice qu'en milieu
gélosé [37], nous avons effectué des cultures des souches actives en
présence de gélose et dans les mémes conditions que le test de dif-
fusion c'est-a-dire en anaérobiose. Les milieux de culture débarrassés
des cellules étaient inactifs en diffusion. Toutefois cela n'est pas une
preuve que des composés actifs solubles ne peuvent pas se produire
dans ces conditions ; en effet un seul prélevement a été effectué,
or dans le cas des streptocoques du groupe A [37] la quantité
d'inhibiteurs produits variait considérablement en fonction de I'age
de la culture en particulier en raison de son instabilité.

L'inhibition de C. tyrobutyricum pourrait étre due également a
la disparition d'un constituant du milieu indispensable a sa crois-
sance, celui-ci étant consommé par les cellules des souches inhibi-
trices présentes dans les disques de papier, ce type d'antagonisme
a déja été signalé dans le cas des bactéries lactiques [10]. Toutefois
cette hypothése est peu vraisemblable pour les raisons suivantes.
L'inhibition se produisait dans des milieux de composition et de
richesse différentes, RCM, MRS et milieu au lactate, mais pas quand
une membrane de dialyse était intercalée alors que celle-ci devrait
permettre le passage des constituants du milieu tels que les vita-
mines. Enfin on comprend mal pourquoi ce phénomene ne se
manifesterait qu'avec six des deux-cent-cinquante-deux souches exa-
minées.

Des phénomeénes d'inhibition bactérienne nécessitant la présence
de cellules viables ont déja été signalés saris qu'on puisse toujours
déterminer la nature du mécanisme en cause [4, 18, 19, 26, 34], dans
certains cas les substances responsables ont d4ailleurs été isolées
ultérieurement [37]. En ce qui concerne l'inhibition de C. tyrobutyri-
cum par les souches que nous avons sélectionnées, il serait néces-
saire d'entreprendre une étude plus approfondie souche par souche
OU au moins espéce par espéce, car le mécanisme en cause n'est
certainement pas le méme pour toutes. Il faudrait en particulier
revoir les possibilités de production d'inhibiteurs en milieu gélosé
et dans les conditions d'anaérobiose de méme que la possibilité de
l'intervention d'enzymes, enzymes lytiques [17] ou lipases [33] libé-
rant des acides gras susceptibles d'inhiber Clostridium  tyrobutyricum.

En ce qui concerne l'utilisation de ces souches en vue d'empé-
cher le développement de C. tyrobutyricum et donc le gonflement
butyrique dans les fromages, si les résultats de la premiére série
d'essais étaient encourageants, les suivants et surtout les derniers
étaient nettement moins bons. La principale différence qui a été
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observée entre les fromages de la premiére sene et les autres
concernait le pH et surtout son évolution au cours du pressage.
II'est donc possible que le facteur qui ait joué, ait été Il'acidification
plus poussée plutbt qu'une variation dans Il'inhibition propre aux
souches utilisées, on sait en effet que c'est un facteur important dans
I'apparition du gonflement butyrique.

Le fait que les souches inhibant C. tyrobutyricum en culture
n'aient qu'un effet limité et non reproductible dans le fromage peut
avoir plusieurs causes. D'abord il n'est pas slr que ces souches se
multiplient bien dans le fromage & part le cas de L. helveticus ou
on a pu le constater directement. Ensuite méme si elles atteignent
des nombres suffisants, il est possible que les facteurs inhibiteurs
ne soient pas produits ou le soient mais en quantité insuffisante
ou trop lentement pour inhiber complétement le développement de
C. tyrobutyricum. Le fait que les fromages présentent une activité
inhibitrice ne constitue pas une preuve suffisante, il a dwailleurs
déja été constaté qu'il n'y avait pas de corrélation entre I'aptitude
des fromages a inhiber C. tyrobutyricum déterminée par la méthode
de diffusion et la présence de souches inhibitrices [12].

Les difficultés pour mettre en évidence les composés respon-
sables de l'inhibition ayant montré que les conditions de production
doivent étre importants, il est possible que le fromage ne constitue
pas un milieu convenable pour leur formation. Nous avons constaté
également que l'inhibition ne se manifeste qu'en présence de cellules
vivantes, or les bactéries inhibitrices ne se multiplient certainement
pas d'une maniére homogéne dans les fromages et il est possible
que leur répartition ne corresponde pas a celle de C. tyrobutyricum.
Ceci est d'autant plus important que les composés inhibiteurs n'ont
pas nécessairement une grande capacité de diffusion ni une stabilité
suffisante dans les conditions qui régnent dans le fromage. Enfin
on sait que dans le cas des antibiotiques comme la nisine, non
seulement les souches productrices sont sensibles aux bactériophages
mais sont aussi constituées de populations hétérogenes dans leur
aptitude a produire ces composés et que certaines conditions favo-
risent le développement de populations qui n'en produisent pas [23].
Ce point devrait également é&tre pris en considération dans une
étude ultérieure sur la nature de l'inhibition. Dilleurs si on connais-
sait mieux celle-ci, cela permettrait probablement d'utiliser les sou-
ches inhibitrices d'une maniére moins empiriqgue et peut-étre avec
plus d'efficacité. Toutefois s'il a été montré expérimentalement que
I'emploi de souches antagonistes de C. tyrobutyricum peut empécher
le gonflement butyrique de se manifester dans les fromages [8, 20,
23], il est important de remarquer que leur utilisation systématique
dans les conditions de la pratique n'est pas sans poser de problémes
aussi bien en ce qui concerne les lactobacilles producteurs d'eau
oxygénée que les souches productrices de nisine [8, 23 ; Goudkov,
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communication  personnelle]. C'est la raison pour laquelle ces
méthodes n'ont pas connu de grand développement au stade de
I'application, sauf dans le cas des fromages fondus et ceci malgré
les nombreux travaux auxquels elles ont donné lieu. Ceci ne signifie
pas que dans la pratique, la présence naturelle de ces bactéries
inhibitrices  (ainsi d'ailleurs que de celles qui sont stimulantes) et
leur développement dans les fromages ne constitue pas un facteur
important dans I'apparition ou non des défauts butyriques dans les
fromages comme cela a été montré dans le cas du Cheddar [6]. C'est
certainement une des raisons pour laquelle les fromages de divers
types, ou de fabrications différentes a lintérieur d'un méme type,
ne présentent pas la méme sensibilité au gonflement butyrique.
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Résumé

Parmi une collection de deux-cent-cinquante-deux souches de
diverses bactéries lactiques, six souches ont été reconnues comme
capables d'inhiber C. tyrobutyricum par la méthode de diffusion en
gélose, ce sont deux Lactobacillus casei, deux L. plantarum, un
L. helveticus et un Streptococcus diacetylactis.

La nature exacte de l'inhibition n'a pu étre déterminée, mais il
ne s'agit ni de produit du métabolisme comme l'acide lactique, ni
d'H202, ni d'autres substances, antibiotiques ou non, libérées par
les cellules en milieu liquide. L'inhibition ne se produit qu'en pré-
sence de cellules viables des souches inhibitrices.

Des essais d'utilisation de ces bactéries en fabrication fromagere
ont montré qu'elles exercent également un effet inhibiteur sur le
développement de C. tyrobutyricum dans des fromages d'Emmental.
Toutefois cet effet est trop limité et insuffisamment reproductible
pour qu'on puisse envisager actuellement de les employer pour contré-
ler le gonflement butyrique dans la pratique.

Summary

tAcrrc  Actn  BACTERIA HAVING INHIBITORY  EFFECT
ON C. TYROBUTYRICUM
IN CULTURE AND IN CHEESE

Out of two hundred fifty two strains of various lactic acid
bacteria tested for inhibition of C. tyrobutyricum using the agar
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diffusion method, six strains were found to be capable of inhiting
that species: two Lactobacillus casei, two L. plantarum, one L. helve-
ticus and one Streptococcus  diacetylactis.

The exact inhibition mechanism has not been demonstrated, yet
metabolic products such as lactic acid are not involved nor H202mid
other substances antibiotic or not released by the cells in liquid
medium. Inhibition only occurs with viable cells from inhibitory
strains.'

These bacteria have been used in cheese production line and
they have exhibited an inhibitory effect against the multiplication of
C. tyrobutyricum in Emmental cheese. However this effect is too
limited and insufficiently reproducible to consider its actual field
application in controlling butyric blowing.

Recu pour publication en février 1978.
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