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Résumé - Une méthode de numération des cellules de levures de la surface des fromages a pate molle
a l'aide d'un compteur de particules Goulter est développée. Gette méthode est fondée sur la sotubi-
lisation du caillé par le réactif de transparisation de Driehuis et Teernstra (1992) tamponné a pH 12.
Les meilleures conditions de transparisation sont 30 min a 37"G. Les numérations avec le compteur
Goulter des suspensions de cellules de souches pures de Kluyveromyces lactis et de Geotrichum
candidum en présence de transparisant sont comparées avec les résultats obtenus par les méthodes
de mesure de la quantité de matiére seche, d'estimation turbidimétrique de la quantité de matiére et
par comptage microscopique direct. La méthode de mesure de la quantit¢ de matiére ne peut pas
étre utilisée parce qu'il y a une adsorption irréversible et non reproductible du réactif dans les cel-
lules de levures. Les cellules de K lactis et G candidum sont relativement plus résistantes au réactif de
transparisation que les bactéries lactiques. La plupart des cellules de levures sont tuées mais gardent
leur forme générale. En outre, le réactif de transparisation dissocie les amas et les mycéliums. Pour
cette raison, la numération au compteur Goulter peut étre utilisée. Le réactif de transparisation réduit
la turbidité cellulaire de 30 * 3% pour K lactis et de 23 £ 3% pour G candidum. La méthode turbidi-
métrique peut étre utilisée pour une souche en culture pure mais non pour les mélanges de levures exis-
tant en surface des fromages. Le dénombrement des cellules a l'aide du compteur Goulter entraine une
sous-estimation de 30% par rapport au dénombrement microscopique. Aprés traitement des sus-
pensions de levures en mélange par le réactif de transparisation, la méthode de numération avec le
compteur de particules permet une détermination rapide de la concentration totale en cellules et une
estimation de la distribution des cellules en fonction de leurs diamétres. De plus, elle permet d'estimer,
pour chaque souche en présence, la concentration cellulaire totale et la distribution, si la différence des
diamétres moyens est supérieure ou égale a 1urn,
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Summary - Quantitative method for enumeration of yeast cells in surface of soft cheese. A
method was developed allowing Coulter Counter numeration of yeasts in soft cheeses without inter-
ference of casein micelles and fat globules. Casein and fat of @ soft cheese suspension were completely
solubilized by treating samples with 19 volumes of Driehuis and Teernstra (1992) transparisation
reagent buffered at pH 12. The best conditions of transparisation were 30 min at 37 oC. The yeast dry
weight, turbidimetric absorbance, microscopie count and Petri dish count methods were chosen as ref-
erence methods. After transparisation, the dry weight method could not be used because an irre-
versible adsorption of transparisation reagent on yeast cells took place and this reaction was not
reproducible.  Treatment of pure cultures of Kluyveromyees laetis and Geotrichum eandidum with
transparisation reagent reduced the cellular turbidity respectively by 30 £ 3% and 23 * 3%. The turbidity
reduction by transparisation depends on the type of strains and general form of cells. The turbidity method
could be used for a strain in pure culture but not for the yeast mixture that exists on soft cheeses. ft
seemed that these yeast strains were relatively more resistant ta the transparisation reagent than lac-
tic acid bacteria. The transparisation killed the majority of initial viable cells of yeasts but it did not
change their general morphology. For this reason, the Coulter Counter method could be used. Transpari-
satian treatment dissociated aggregated cells and/or myceliums. Before and after transparisation
treatment, the Coulter Counter numeration values could be plotted against microscopical counts. After
transparisation  of mixtures of yeast strains in the presence of soft cheese components, the Coulter
Counter method allows a rapid determina tian of total yeast cell concentration and of a cell size distri-
bution. It also allows an estimation of total cell concentration for each strain and its distribution, if the
difference between the average diameters of yeast strains was higher than 11Im.

enumeration / yeast / Coulter Counter / soft cheese / transparisation

INTRODUCTION produire des effets d'association, de stimu-
lation ou d'opposition.  Ainsi, pour obtenir
des fromages a caractéristiques constantes,
il faut connaitre et maitriser les conditions
physico-chimiques et microbiologiques de
l'affinage des fromages a flore de surface.
Une conduite plus rationnelle de l'affinage
de ces fromages nécessite une meilleure
connaissance du comportement, du déve-
loppement, de I'état physiologique et de
l'activité des populations mixtes de micro-
organismes constituant la flore de surface.
Cela impliqgue en particulier de quantifier la
concentration en cellules «viables» et «non
viables» (dénommée concentration totale)
en différenciant si possible les différentes
especes présentes en surface des fro-

Les probléemes d'hygiéne microbienne et de
maitrise des fabrications fromageres posés
par l'existence d'une flore de surface res-
ponsable de l'affinage des fromages a pate
molle sont l'une des principales préoccu-
pations des industriels fromagers. Il est
généralement admis que cette flore est com-
posée d'une grande variété d'especes

microbiennes appartenant a des groupes
différents (levures, bactéries, moisissures).
La population totale atteint généralement

109-1010 germes viables par gramme de
cro(te, parfois plus. Ce nombre varie assez
peu au cours de la maturation, bien que les
équilibres entre les différentes espéces

soient en constante évolution. Cet équilibre mages.

dépend des conditions de développement Afin d'évaluer rapidement la concentra-
propres a chaque groupe et est donc tion microbienne totale de cultures pures,
influencé par les caractéristiques physico- un procédé optique (turbidimétrie ou néphé-
chimiques du milieu (aw, pH, composition ...) Iémétrie) étudiant la dispersion de la lumiere
et de l'environnement (température, atmo- par les particules en suspension dans un
sphere, humidité relative ...). En outre, entre liguide limpide ou faiblement coloré est

les différents groupes microbiens peuvent se généralement utilisé. Pour les produits lai-
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tiers et les suspensions de fromage, ces
techniqgues nécessitent une étape d'élimi-
nation des constituants insolubles (caséines,
globules gras) (Kouomegne €t al, 1984 ;
Driehuis et Teernstra, 1992).

La mesure directe de la quantité de
matiere seche permet également d'évaluer
la concentration totale en micro-organismes
des produits laitiers par mesure du poids
sec aprés solubilisation des constituants
insolubles (Linden etal, 1987). Cependant
dans le cas des suspensions de fromage,
cette méthode n'a pas été testée. D'aprés
Guiraud et Galzy (1980), le dénombrement
direct au microscope est aussi une tech-
nique utilisable pour déterminer la concen-
tration des micro-organismes dans les ali-
ments. Cependant, ce type de numération
déja long et fastidieux dans le cas de cul-
tures pures est rendu plus difficile par la
complexité de la microflore présente en sur-
face des fromages. Les méthodes immu-
nologiques peuvent aussi permettre, sui-
vant la spécificité des anticorps utilisés, de
déterminer les concentrations totales en cel-
lules ou la concentration d'un micro-orga-
nisme donné d'un mélange (Notermans €t
al, 1986).

Les comptages électroniques de parti-
cules par cytométrie de flux ou comptages
de type Coulter permettent également de
déterminer la concentration cellulaire totale
d'un micro-organisme  en culture pure ou
en mélange. Dans le cas de la cytométrie de
flux, trés peu d'études ont été faites sur les
produits alimentaires tels que le fromage et
le colt des équipements étant prohibitif,
cette méthode bien que prometteuse est
encore trés peu utilisée (Hadley et al, 1985).
Au contraire, les compteurs de particules
de type Coulter sont trés utilisés en industrie
alimentaire, en particulier pour le contrdle
des molts de biere en brasserie (Saucedo-
Castaneda €t al, 1992) ou celui des sus-
pensions ou des émulsions (Corne Il et
Pallansch, 1966; Wayne et Peak, 1976;
Baruch et al, 1979 ; Surak et al, 1979 ;
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Chesworth et al, 1985). Quelques études
(Quinn et al, 1981; Kutbitschek et Friske,
1986 ; Bourgeois et Mafard, 1991) montrent
qu'il est possible de dénombrer avec les
compteurs de particules de type Coulter des
micro-organismes  autres que Saccharo-
myces cerevisiae de la biére. Avec ce type

d'appareils, il est possible de déterminer
non seulement la concentration totale en
cellules d'un micro-organisme en culture

pure mais aussi la répartition des cellules
en fonction de leur volume. Toutefois, a
notre connaissance, aucune étude n'a été
réalisée dans le cas des mélanges de micro-
organismes tels gue ceux existant en sur-
face des fromages a flore de surface.

La quantification  des concentrations
totales des micro-organismes présents dans
les suspensions fromageéres par ces
méthodes nécessite la solubilisation com-
pléte des constituants insolubles (caséines,
matieres grasses) a l'aide de détergents et
de solvants miscibles entre eux (technique
appelée «transparisation») (Kanasaki €t al,
1975). Il est généralement admis que les
solvants des protéines dispersent les
caséines et ceux des lipides assurent la
miscibilité de tous les constituants inso-
lubles, alors que les détergents complétent
les propriétés des solvants en abaissant les
tensions superficielles du mélange (Guin-
gamp et al, 1989).

Comme trés peu d'études de la littéra-

ture traitent de la solubilisation des consti-
tuants insolubles du fromage, nous avons
étudié les travaux concernant le lait entier,

en sachant que les caséines et les lipides
des fromages a pate molle ont des struc-
tures différentes et des concentrations d'en-
viron 10 et 6 fois respectivement plus éle-
vées que celles du lait.

Kanasaki et al (1975) solubilisent les
caséines a l'aide d'acide éthylénediamine-
tétraacétique (EDT A) en milieu fortement
alcalin (pH = 12). Kouomegne €t al (1984) et
Linden et al (1987) ont mis au point des
réactifs de transparisation agissant aussi
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bien sur les caséines que sur les matieres
grasses mais notent comme Driehuis et
Teernstra (1992) gu'ils provoquent une dimi-
nution importante (~ 50%) de la turbidité
cellulaire des cultures bactériennes. Cette
propriété limite I'utilisation de ces réactifs
pour estimer par turbidimétrie la concen-
tration bactérienne des produits laitiers y
compris celle des fromages. Plus récem-
ment, Driehuis et Teernstra (1992) déve-
loppent une méthode turbidimétrique (absor-
bance a 650 nm) permettant d'estimer la
concentration en bactéries lactiques du lait
entier sans interférence due a l'opacité de la
suspension. Pour un temps de contact réac-
tif/cellules inférieur a 30 min, la turbidité cel-
lulaire est réduite d'au moins 40% selon les
souches.

Pour mieux connaitre le développement
de la flore de surface des fromages a pate
molle et en particulier celui des levures,
nous nous proposons de fabriquer asepti-
quement a partir d'un lait pasteurisé des
fromages a pate molle et a crodte lavée en
limitant le nombre de souches impliquées
lors de l'affinage. En vue de cette étude,
nous nous proposons de mettre au point
d'une part un réactif de transparisation effi-
cace sur ce type de caillés et d'autre part
de définir une méthode permettant de déter-
miner la quantité totale de cellules dans des
suspensions de levures en culture pure ou
en mélange. Vu la complexité de la flore
levure en surface des fromages a pate
molle, nous avons choisi pour notre étude
deux des especes de levures les plus fré-
guentes : Geotriehum eandidum et Kluyve-
romyees laelis. Dans le cas de l'application
a ces mélanges, nous testerons la mesure
de la quantité de matiere cellulaire seche
(Linden et al, 1987) et la détermination tur-
bidimétrique (Driehuis et Teernstra, 1992)
qui permettent de déterminer globalement la
qguantité de cellules et d'autre part la numé-
ration au compteur de particules de type
Coulter qui permet de dénombrer les cel-
lules de levures.

MATERIEL ET METHODES

Etude de la transparisation
des suspensions de caillés

Préparation des suspensions fromagéres

Les caillés lactique ou présure sont préparés le
plus stérilement possible (hotte a flux laminaire)
a partir d'un méme lot de lait pasteurisé.

Le caillé de type lactique est préparé avec la
bactérie lactique mésophile Lactococcus lactis
subsp lactis (LA) (CNRZ 144). Afin de réaliser la
coagulation lactique, une préculture de LA est
additionnée au lait & raison de 3%. L'incubation a
lieu a 30°C jusqu'a coagulation compléte du lait
(pH =4,6). Puis, le coagulum est découpé a l'aide
d'une grille stérile et est laissé 1 h au repos afin
de favoriser l'exsudation spontanée du lactosé-
rum. L'égouttage est complété premieérement par
une filtration lente sur gaze stérile et deuxieme-
ment par une centrifugation de 30 min a 4500 ¢
réalisée avec une centrifugeuse Jouan modele
SR 20-22 (Jouan, Saint-Nazaire, France). Apres
égouttage, les caillés sont stockés stérilement a
4°C pendant au plus 2 j.

Pour préparer le caillé présure, nous utilisons
une présure Boil @ 520 mg/l de chymosine conser-
vée & 4°C. Avant utilisation, elle est diluée au
1/10e avec de l'eau physiologique puis stérilisée
par filtration (porosité 0,2 urn). 2,5 ml de cette
présure sont ajoutés goutte a goutte a 1 1de lait.
Aprés homogénéisation, le lait est laissé au repos
a une température de 25°C jusqu'a coagulation
complete (~ 2 hl. Apres découpage, le coagulum
est laissé au repos 1 h. L'égouttage est réalisé par
une succession de 4 filtrations lentes (réalisées
sur gaze stérile) et de 4 décantations (15 min). A
chaque étape, les coagulums sont découpés a
laide d'un couteau stérile afin d'augmenter la
surface d'exsudation et sont brassés par agitation
manuelle afin d'amplifier le phénoméne. Comme
le caillé lactique, le caillé présure est conservé
au plus 2 ja4°C.

Sur chaque caillé, sont systématiquement réa-
lisées les analyses suivantes: mesure de la
matiere séche (AFNOR, 1985) et dénombrements
de la flore totale et de la flore levure (Piton, 1988)
afin de vérifier que I'humidité et les concentra-
tions microbiennes sont analogues a celles des
caillés industriels.
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Quel que soit le type de caillé, la suspension
fromagére est préparée comme décrit par Humbert
et al (1982). Aprés broyage du caillé dans un
mortier stérile, 5 g de caillé sont mis en suspen-
sion dans un flacon contenant 45 ml d'eau phy-
siologique stérile. Afin de ramollir la pate froma-
gére, la suspension est incubée 1 h a 50°C. La
suspension  ainsi obtenue est homogénéisée:
(Ultra-Turrax, 20500 trslmin, 2 min) et immédia-
tement utilisée.

Procédure de transparisation

Les 2 réactifs suivants sont testés. Le premier
est celui de Kanasaki et al (1975), qui consiste a
clarifier la suspension fromagére par ajustement
de son pH a 12 en présence d'EDTA a 0,4%
(mlv). L'autre est celui que Driehuis et Teernstra
(1992) utilisent pour clarifier le lait entier. Cepen-
dant, la transparisation avec ce réactf est plus
efficace lorsque son pH est ajusté a 12.

. La transparisation  des suspensions froma-
géres au cours du temps est suivie d'une part
par mesure de l'absorbance a 650 nm (Driehuis
et Teernstra, 1992) avec un spectrophotometre
Shimadzu modéle UV 160A et d'autre part avec
le compteur de particules de type Coulter Z1. Elle
est compléte lorsque I'absorbance ou la concen-
tration en particules de la suspension fromagére
est égale a celle du blanc (0,5 ml d'eau + 9,5 ml
de réactif).

L'efficacité des réactifs sur les suspensions
fromagéres est définie par le rapport suivant:

- cas de la mesure d'absorbance

] L, = DO suspension . sansparisce
efficacité = 1

sans réactif

DO suspension

- cas de la mesure de la concentration au comp-
teur de particules:

. . C coulter suspension  transparisée
efficacité¢ =1- .."C,-—————————-

Coulter  suspension sans réactif

0,5 ml d'une suspension fromagére est mélangé
avec 9,5 ml de réactif de transparisation puis le
mélange est incubé soit a 25°C soit a 37"C pen-
dant un temps variable. Chaque essai est réa-
lisé en triple et sur au moins 3 suspensions fro-
mageéres différentes. L'efficacité de la
transparisation des suspensions fromagéres est
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suivie pendant 90 min avec mesure toutes les
10 min.

Choix des souches et préparation
des cultures

Dans la collection du laboratoire, les souches de
Geotriechum eandidum G36 et G48, toutes 2 de

type levuriforme selon Guéguen (1984) et la
souche de Kluyveromyees laetis 44g ont été choi-
sies.

Pour les cultures en milieu liquide, les levures
sont cultivées en bouillon constitué d'un extrait
autolytique de levure (5 gll, Biokar) et de glucose
(15 gll, Prolabo) dont le pH est ajust¢ a 5,5.
Lincubation  s'effectue @ 25°C sous agitation
continue pendant 2 a 18 jours selon les essais.
Les cultures de surface sont réalisées sur un
milieu gélosé (pH 5,0) de composition simulant
celle du fromage: peptone de caséine de type
bio-trypcase (15 g ; Bio-Mérieux), lactate de
sodium a 60% (38 ml ; Prolabo), extrait autoly-
tique de levure (1 g ; Biokar), chlorure de calcium
(0,1 g ; Prolabo), sulfate de magnésium (0,5 g ;
Prolabo), phosphate de potassium (6,8 g ; Pro-
labo), chlorure de sodium (10 g ; Prolabo), lactose
(20 g ; Prolabo), galactose (6 g ; Labosi), agar
bactériologique de type E (18 g ; Biokar) et eau
(1000 ml). Aprés ensemencement en surface par
étalement d'une préculture liquide, lincubation
est réalisée a 25°C pendant 1a 7 jours selon les
essais. La couche microbienne  produite sur
chaque boite de Pétri est prélevée stérilement
puis mise en suspension dans 45 ml d'eau phy-
siologique stérile. Quel que soit le type de cul-
ture et le traitement subi ou non, la suspension
cellulaire est homogénéisée a l'aide d'un Ultra-
Turrax (T25, Janke Kundel) (20 500 trsimin,
2 min).

Etude de la concentration en levures

Pour K laetis, les cellules sont dénombrées avec
une cellule de Thoma aprés coloration des cel-
lules par addition d'un mélange bleu de méthy-
léne-glucose  selon le protocole de Lee et al
(1981), ce qui permet de compter les cellules
viables et les autres. L'état des cellules avant et
aprés transparisation est également observé par
microscopie A contraste de phase (grossisse-
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ment 100). Par ailleurs, la concentration totale
en cellules des suspensions microbiennes, avant
et aprés transparisation, est déterminée  par
mesure de l'absorbance, pesée de la matiere
seche et numération avec un compteur de parti-
cules Coulter.

d'absorbance  sont réalisées

avec un spectrophotométre  Shimadzu UV 160 a
650 nm (Driehuis et Teernstra, 1992). La rela-
tion absorbance-quantit¢  de cellules est linéaire
pour les absorbances comprises entre 0,4 et 0,7.
Chaque suspension est diluée de sorte que son
absorbance soit dans cette plage. Puis I'absor-
bance de la suspension est calculée en tenant
compte du facteur de dilution.

Les mesures

La mesure de la quantité de matiére séche
est réalisée sur membrane de filtration en acé-
tate de cellulose selon la procédure décrite par la
norme AFNOR NF 04-282 (1985). Le réactif de
Driehuis et Teernstra (1992) réagissant avec les
membranes utilisées, 3 centrifugations succes-
sives de 15 min a 4500 9 sont ajoutées au pro-
tocole. Apres chaque centrifugation, le culot
microbien est remis en suspension dans de l'eau
physiologique (dilution 4/10) et la suspension est
homogénéisée a l'aide du broyeur Ultra-Turrax
(20500 trs/min, 2 min).

Le principe du compteur de particules de
type Coulter (modéle Z1, Coultronics France, 91
Margency) est décrit en détail par Cornell et Pal-
lansch (1966). Son étalonnage est réalisé comme
décrit par le constructeur. L'analyse du nombre de
particules par ml de suspension permet de déter-
miner la concentration totale en particules de la
suspension. La distribution des particules de la
suspension selon leur diamétre D est calculée
afin de déterminer I'existence d'une ou plusieurs
populations ainsi que leur diameétre équivalent.
La proportion de chaque population de la sus-
pension est estimée en mesurant la surface de
son pic avec un planimétre. A chaque diamétre
D, 5 dénombrements  successifs sont effectués
et sa population est calculée par leur moyenne
arithmétique. Pour chaque suspension de levures,
3 déterminations  successives sont réalisées.

Il est nécessaire de vérifier que cette méthode
est utilisable pour des cultures en mélange. Pour
cela, 5 cultures de G eandidum et 5 de K tectis
sont réalisées en milieu liquide et incubées de 2
a 18 jours a 25°C. Les concentrations totales et
les distributions en cellules des cultures pures
sont d'abord déterminées par numération au
compteur Coulter. Les cultures pures sont ensuite
mélangées en proportions connues (1/4,1/3,1/2,

1/1,2/3,3/4). La concentration et la distribution de
la population de ces mélanges sont déterminées
au compteur. Les résultats ainsi obtenus sont
dits «réels". A partir des valeurs déterminées

pour les cultures pures en considérant les pro-
portions de chaque mélange, nous calculons les
concentrations et les courbes de distribution des
deux especes en mélange. Les résultats ainsi
obtenus sont dits «calculés". La comparaison

des résultats «réels" et «calculés" pour chaque
mélange permet de vérifier que la méthode

s'applique aux populations mixtes.

RESULTATS

Efficacité de la transparisation
des suspensions de caillé

Efficacité calculée a partir
de l'absorbance

Les caillés lactiques présentent un extrait
sec de 44,0 + 0,5% et une flore microbienne
totale voisine de 109-1010 UFC/g alors que
les caillés de type présure ont un extrait sec
de 43,0 = 0,5% et une flore microbienne

totale inférieure a 5000 UFC/g. Dans tous
les cas, la flore levure est inférieure a 500
germes viables/g.

Des essais préliminaires permettent de
montrer que l'absorbance & 650 nm des
réactifs est voisine de celle de l'eau (0,055
+ 0,005). Il n'y a donc pas d'interférences
dues aux réactifs. De méme, pour les condi-
tions opératoires utilisées, I'efficacité de
transparisation  du caillé présure avec le
réactif de Kanasaki et al (1975) est iden-
tique a celle du caillé lactique et elle est au
mieux de 30% pour des temps de contact
réactif-caillé supérieurs a 25 min.

Les résultats présentés sur la figure 1
sont la moyenne des essais de transparisa-
tion avec le réactif de Driehuis et Teernstra
(1992) modifié et sont donnés a * 5%. lis
permettent de montrer que l'efficacité de
transparisation est fonction des conditions
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opératoires. Quel que soit le caillé, la trans-
parisation n'est jamais compléte a 25°C.
Pour les caillés lactiques, a 3rC elle est
au mieux voisine de 90% pour des temps
de contact réactif/caillé supérieurs a 90 min,
alors quelle est quasiment totale a 37°C
pour les caillés de type présure lorsque le
temps de contact réactif/caillé est supérieur
a 20 min. De plus, la comparaison de ces
résultats avec ceux obtenus pour le réactif
de Kanasaki et al (1975) permet de mon-
trer que, quelles que soient les conditions de
transparisation, le réactif de Driehuis et
Teernstra (1992) modifié est le plus effi-
cace. En effet, l'efficacité de transparisa-

tion avec ce réactif est au minimum 2 fois
plus élevée que celle du réactif de Kanasaki
eta/(1975).

L'observation  microscopique des sus-
pensions transparisées ne permet pas de
déterminer si la différence d'absorbance
entre caillé lactique et caillé présure est due
a la présence des micro-organismes et/ou
de particules insolubles de caillé.

En conclusion, le réactif de Driehuis et
Teernstra (1992) dont le pH est ajusté a 12
est le plus efficace sur les suspensions de
caillés lorsqu'il est utilisé a 3rC.

Efficacité calculée a partir
des numérations au compteur Coulter

Au vu des résultats précédents, I'étude de la
transparisation des caillés avec le comp-
teur Coulter est limitée a celle du réactif de
Driehuis et Teernstra (1992) utilisé a pH 12
et @ 3rC pendant 15 a 30 min. En effet,
Miozzari et al (1978) montrent que le Triton
X100 utilisé a 3rC  pendant plus de 30 min
provoque la destruction quasi totale des cel-
lules de levures.

Les résultats présentés sur la figure 2
sont la moyenne des essais et sont donnés
a * 5%. lls permettent de conclure que, pour
le caillé présure, aucune différence notable
de transparisation entre les suspensions
transparisées 15 ou 30 min n'est mise en
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évidence, alors que pour le caillé lactique,
une différence importante d'efficacité de
transparisation est observée entre les sus-
pensions transparisées 15 min et celles qui
le sont pendant 30 min. En effet, lorsque le
temps de contact caillé lactique/réactif est de

110
100 °

90

(o))

80

frerd

70

=8

60

=50

caillé présure
50 @ arc

40

Temps de contact réactif/caillé  (min)

Fig 1. Efficacité de transparisation des caillés
purement lactiques et purement présures par le
réactif de Driehuis et Teernstra (1992)
tamponné a pH 12 calculée a partir des
mesures d'absorbance a 650 nm.
Transparisatian ~ efticiency of tectic curds and
rennet curds with Driehuis et Teernstra (1992)

transparisatian reagent at pH 12, estimated
fram turbidimetric results.
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Fig 2. Efficacité de transparisation des caillés
de type purement lactique et purement présure
par le réactif de Driehuis et Teernstra (1992)
tamponné & pH 12, calculée & partir des
numérations au compteur de particules.
Transparisatian  efficiency of /actic curds and
rennet curds with Driehuis et Teernstra (1992)
transparisatian reagent at pH 12, estimated
fram Coulter Caunter resul/ts.
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30 min, l'efficacité de la transparisation est
du méme ordre de grandeur que celle du
caillé présure. En revanche, lorsque le
temps de contact caillé lactique/réactif est
inférieur ou égal a 15 min, dans le cas des
particules de diamétre inférieur a 2,5 um, la
transparisation  est nettement plus faible
qgue celle obtenue pour le caillé présure.

De plus, quel que soit le type de caillé, pour
les particules de diamétre inférieur a 2 urn,
la transparisation n'‘est jamais totale,

puisque lefficacité est inférieure a 90%, et
ce, quel que soit le temps de contact cel-
lules/réactif.

En conclusion, le réactif de Driehuis et
Teernstra (1992) modifié est totalement effi-
cace sur toutes les particules de caillé de
diamétre supérieur ou égal a 2 UM lorsqu'il
est utilisé a 3rC pendant 30 min.

Effet du réactif de transparisation
sur les levures

Au vu des résultats de la transparisation
des caillés, nous limiterons I'étude de I'effet
du réactif de Driehuis et Teernstra (1992)
modifié (pH = 12) sur les levures aux condi-
tions de transparisation suivantes: 15 ou
30 min & az-C.

Des essais préliminaires
mis de constater que:

nous ont per-

- pour les cultures non traitées par le réac-
tif (appelées «térnoinx»), les centrifugations

provoquent une agglomération des cellules
variant de 10 a 40% selon les essais, méme
aprés traitement a I'Ultra-Turrax ; cela est
vérifié par observation au microscope et par
numération au compteur de particules;

-le poids cellulaire sec des cultures apres
action du réactif est systématiquement supé-
rieur & celui des cultures «témoin» ; cette
augmentation varie de 10 a 200% selon
l'essai et est plus élevée pour K laetis que
pour G eandidum ;

- aprés action du réactif, I'observation micro-
scopique ne permet pas de déceler des dif-
férences d'aspect des cellules entre les cul-
tures traitées 15 ou 30 min.

Au vu de ces premiers essais, la
méthode de détermination de la concentra-
tion totale par mesure de la quantité de
matiere seche n'est donc pas utilisable pour
des suspensions de levures transparisées.

Chaque prélévement est divisé en 3 par-
ties égales, la premiére est le «témoin» et ne
subit pas le traitement par le réactif, la
seconde est traitée par le réactif pendant
15 min et la derniere pendant 30 min. Sur
chacune de ces parties, les méthodes sui-
vantes: absorbance a 650 nm, numérations
au compteur Coulter, numérations avec la
cellule de Thoma et dénombrement des cel-
lules viables sont testées simultanément.

Selon ce protocole, nous testons 2 cul-
tures de G eandidum G36 en milieu liquide
incubées de 2 a 18 jours a 25°C et 2 réali-
sées sur milieu solide incubées de 2 a 7
jours a 25°C. De méme, 2 cultures de K lae-
tis 44g en milieu liquide et 2 réalisées sur
milieu solide sont traitées. Les cultures de
K laetis sont incubées dans les mémes
conditions que celles de G eandidum. Quelle
gue soit la culture, un prélevement est réa-
lisé tous les 2 ou 3 jours.

Quel que soit le type de culture (liquide
ou de surface), l'observation microscopique
permet de constater qu'avant transparisa-
tion, les cellules de K laetis sont ovales,
alors que celles de G eandidum G36 sont
soit «ovoides» (cultures A et D) soit sous
forme d'articles mycéliens et de mycéliums
(cultures B et Cl.

Mesure de la biomasse par absorbance
a 650 nm

Les résultats de mesure de la biomasse des
cultures de G eandidum G36 et de K laetis
par absorbance sont donnés respective-
ment dans les tableaux let Il. Chaque résul-
tat est la moyenne de 8 valeurs et est donné
a+5%.



Dénombrement des levures en surface des fromages 159

Tableau 1. Mesure de l'absorbance & 650 nm pour la souche de G candidum G36 avant et aprés
action du réactif de transparisation.
Absorbance at 650 nm of cultures of G candidum G36 betore and atter transparisation treatment.

A. Cultures en milieu liquide'

Culture A Culture B
Numéro essai Al A2 A3 84 85 86
Culture agée de (j) 3 11 18 2 9 17
Aspect microscope Mycéliums < 10% Mycéliums>  85%
Témoin 53 57 6,4 31 3,3 3.2
Réactif 15 min 4,3 4,4 4,4 2,1 2,3 2,7
Réactif 30 min 4,2 4,5 4,3 2,1 2,6 2,8
B. Cultures sur milieu solide

Culture C Culture O
Numéro essai c7 Cc8 Cc9 D10 D11 D12
Culture agée de (j) 2 7 10 3 7 12
Aspect microscope Mycéliums ~ 50% Mycéliums < 10%
Témoin 34 3,9 3,8 4,1 16 16
Réactif 15 min 2,7 3,1 2,9 3,3 16 16
Réactif 30 min 2,8 31 2,9 33 16 16

Les résultats en absorbance présentés sont représentatifs de l'ensemble des essais et sont donnés a t 5%.
«Témoin .. désigne la culture non traitée.
These results are representative of ail tests and given at * 5%. Temoin is the culture before transparisation.

Tableau Il. Mesure de l'absorbance & 650 nm pour la souche de K lactis 44g avant et aprés action
du réactif de transparisation.
Absorbance at 650 nm of cultures of K lactis 44g before and atter transparisation treatment.

A. Culture en milieu liquide

Numéro essai 1 2 3 4 5
Culture agée de (j) 2 5 7 10 17
Témoin 6,2 6,4 6,6 6,8 7.5
Réactif 15 min 4,8 4,6 4,7 4,6 5,0
Réactif 30 min 4,7 4,6 4,7 4,4 51

B. Culture sur milieu solide

Numéro essai 6 7 8 9 10
Culture agée de (j) 2 3 5 6 7
Témoin 4,1 4,6 52 53 53
Réactif 15 min 2,9 3,2 3,9 4,0 3,9
Réactif 30 min 2,8 3.2 3.8 3,9 3,9

Les résultats en absorbance présentés sont représentatifs de I'ensemble des essais et sont donnés a * 5%.
«Témoin .. désigne la culture non traitée.
These results are representative of ail tests and given att 5%. Témoin is the culture before transparisation.
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Ces essais permettent de remarquer que
la répétabilité des mesures d'absorbance
est bonne (> 95%). Quelle que soit la
souche, aucune différence n'est observée
entre les cultures traitées 15 ou 30 min par
le réactif. De plus, quel que soit le temps
de contact cellules/réactif, la turbidité cel-
lulaire apreés action du réactif est plus faible
que celle des cultures «témoin». Cette dimi-
nution constante, quels que soient l'age ou
les conditions de culture, est de 23 * 5%
pour G candidum G36 et de 30 * 4% pour
K lactis.

Numération avec le compteur
de particules

L'examen microscopique a fort grossisse-
ment montre que la plupart des cellules sont

affectées surtout au niveau du contenu cel-
lulaire, mais elles ne sont pas désintégrées,
gardent leur forme générale et restent donc
comptables.

Cas des cultures de levures pures

Pour K lactis, quels que soient I'age et le
type de culture (liquide ou surface), la com-
paraison de la concentration totale obte-
nue avec le compteur Coulter avec celle
donnée par la cellule de Thoma montre
I'existence d'une corrélation linéaire (coef-
ficient de régression 0,98) entre les résultats
obtenus par ces 2 méthodes. Cependant,

les concentrations obtenues avec le comp-
teur sont systématiquement inférieures

d'environ 30% a celles déterminées avec
la cellule de Thoma. Cette différence est
due a limpossibilité de différencier, avec

Tableau Ill. Numération des cultures de G candidum G36 avant et aprés transparisation.
Coulter Counter enumerations of G candidum G36 before and after transparisation.

A. Culture en milieu liquide

Culture A Culture 8
Essai Al A2 A3 84 85 86
Culture agée de () 3 11 18 2 9 17
Témoin
C (part/ml) 2,3.107 4,1.107 4,6.107 9,4.105 9,9.105 3,9.106
0, (urn) 6,7 59 53 8,4 9,2 7.3
(C)(%) (100) (81) (71) (06) (06) (16)
02 (urn) 11,7 10,6 16,8 14,6 14,6
Réactif 15min
C (part/ml) 2,9.107 4,7.107 4,5.107 1,6.106 2,4.106 4,9.106
0, (urn) 53 438 438 6,7 7.3 7.3
(C)(%) (92) (80) (80) (20) (36) (22)
02 (urn) 10,6 10,8 10,6 16,8 14,6 14,6
Réactif 30 min
C (part/ml) 3,2.107 4,4.107 4,6.107 1,7.106 1,8.106 4,3.106
01 (urn) 53 48 48 6,7 7.3 7.3
(C)(%) (92) (78) (80) (13) (29) (18)
02 (urn) 10,6 10,8 10,6 16,8 14,6 14,6
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Tableau Ill. Suite

B. Culture sur milieu solide

Culture C Culture O
Essai Cc7 Cs Cc9 o010 011 012
Culture agée de U) 2 7 10 3 7 12
Témoin
C (part/ml) 1,1.106 6,5.106 8,1.106 4,4.107 4,0.107 4,6.107
D1 (urn) 8,4 9,2 9,4 43 5,9 53
(Cp(%0) (04) (06) (12) (90) (81) (71)
D, (urn) 16,8 14,6 16,8 10,6 11,7 10,6
Réactif 15 min
C (part/ml) 1,9.106 9,1.106 1,2.107 5,2.107 4,8.107 4,5.107
Dy (urn) 6,7 7.3 7.4 45 48 48
(C1)(%) (20) (36) (42) (85) (80) (80)
D2 (urn) 16,8 14,6 14,6 10,8 10,8 10,6
Réactif 30 min
C (part/ml) 1,9.106 9,1.106 1,2.107 45.107 4,4.107 4,6.107
DI (urn) 6,7 7.3 7.4 46 48 48
(C1)(%) (13) (29) (36) (84) (78) (80)
D2 (urn) 16,8 14,6 14,6 10,8 10,8 10,6

C : concentration totale déterminée au compteur Coulter (particules/ml) ; D, :diamétre moyen de la 1re population de
cellules; D : diamétre moyen de la 2° population de cellules; %C, : pourcentage de la 1re population par rapport a
la population totale. La proportion de la 2° population par rapport & la population totale peut étre déduite par la
relation 1DO-%C,. Les résultats présentés sont représentatifs de I'ensemble des essais et sont donnés a * 5%.

C. total celf concentration obtained by Coulter Counter (partic/es/ml); D,. average diameter for the tst population
of cette; O,- average diameter for the 2nd population of cetts; %C,. percentage of 1stpopulation in the total
population. The percentage of 2nd population in total population was computed by the relation 10G-%C,. These
results are representative of ail tests and given at +5%.

le compteur, les cellules bourgeonnantes nues dans le cas des cultures de G candi-
(cultures jeunes) et celles associées en dum G36formées de cellules «ovoides» et
petits amas (cultures agées) des cellules la différence entre dénombrements est éga-

individuelles. En effet, aprés correction des
bourgeons et des amas, les résultats obte-
nus avec le compteur sont trés voisins de
ceux obtenus par numération au micro-
scope. Les résultats des numérations des cul-
tures de G candidum G36 et K lactis sont

lement voisine de 30%. En revanche, les
cultures formées de mycéliums n'ont pu étre
dénombrées au microscope.

Le compteur de particules permet donc
de déterminer la concentration totale dune donnés aux tableaux Il et IV et permettent
culture. Les mémes conclusions sont obte- de conclure que:
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- la répétabilité de cette méthode de dénom-
brement est bonne (> 95%) ;

- les résultats obtenus sont indépendants du
type de culture (liquide ou de surface) et du
temps de contact réactif/cellules;

- la concentration en cellules de K lactis
augmente de 5 a 30% et celle de G candi-
dum G36 augmente de 10 a 140% par rap-
port a celle des suspensions «témoin» du
fait du traitement par le réactif;

MN Leclercg-Perlat et al

- pour G candidum G36, il existe 2 popu-
lations de cellules de diameétre et de mor-
phologie différents (fig 3) alors qu'une seule
est obtenue pour K lactis; cela confirme
I'observation microscopique;

- pour les cultures de K lactis et de G cen-
didum, le réactif provoque une diminution
d'environ 1 urn du diamétre équivalent de
la premiére population; en outre, aprés
transparisation, la proportion de cette popu-

Tableau IV. Numération des cultures de K laetis 44gavant et aprés transparisation.

Coulter Counter enumerations

A. Culture en milieu liquide

2

Témoin C (part/ml) 1,4.108 1,4.108

0 (urn) 4,9 4,9
Réactif C (part/ml) 1,5.108 1,8.108
15 min 0 (umn) 3,9 3,9
Réactif C (part/ml) 1,3.108 1,8.108
30 min 0 (urn) 39 39
B. Culture en milieu solide

6 7

Témoin C (part/ml) 2,1.108 7,3.108

0 (umn) 4,9 4,9
Réactif C (part/ml) 2,2.108 8,1.108
15 min 0 (um) 3,9 3,9
Réactif C (part/ml) 2,1.108 7,9.108
30 min 0 (um) 39 39
C : concentration totale déterminée au compteur Coulter

«Témoin"  désigne
des essais et sont donnés &+ 5%.
C, total cell concentration

Témoin' is the yeast culture betore transparisation.

(particules/ml)
la culture non traitée par le réactif. Les résultats présentés

obtained by Coulter Counter (particles/ml);
These results are representative

of K lactis 44g before and after transparisation.

Numéro de l'essai

3 4 5
1,5.108 1,6.108 1,1.108
3.9 39 3.9
1,9.108 2,1.108 2,1.108
31 3.1 31
1,9.108 2,0.108 2,0.108
31 31 3.1

Numéro de l'essai

8 9 10
1,3.109 1,5.109 1,6.109
49 49 49
1,6.109 1,8.109 2,0.109
49 3,9 3,9
1,5.109 1,8.109 2,0.109
49 3,9 3,9

; D : diametre moyen de la population.
sont représentatifs de I'ensemble
D, average diameter of cell population (lim).
of ail tests and given at * 5%.
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Fig 3. Exemple de courbes de distribution

obtenues sur les suspensions de Geotrichum
candidum G36 par la méthode de numération
au compteur de particules de type Goulter. 01
et 02 sont le diamétre moyen respectivement
de la 1re population de cellules et de la 2e
population de cellules. Gas d'une culture

liguide incubée 8 jours & 25°G.

Example of distribution curves of Geotrichum
candidum G36 obtained with Coulter Counter
enumeration. 01 and 02 are respectively first
and second cell population average diameter
(liquid culture incubated 8 days at 2SOC).

lation dans la population totale est supé-
rieure a celle obtenue pour les suspensions
non transparisées ;

- pour les cultures de G candidum G36for-
mées de cellules «ovoides», la population
majoritaire est composée de cellules iso-
lées, de diamétre de 2 & . um selon l'age et
le milieu de culture. La population minori-
taire, de diameétre apparent de 10 a 14 urn,
est formée seulement de petits amas (2 ou
3 cellules). Pour les autres cultures de G36,
la population largement minoritaire (dia-
métre de 3 a 6 urn) est formée darticles
mycéliens isolés. La population majoritaire
(diameétre de 10 & 161Im) est constituée de
mycéliums.

Mélanges de K lactis et de G candidum

Quelles que soient les proportions de
chaque espéce dans le mélange, la concen-

tration totale en cellules et leur distribution

«réelles» sont du méme ordre de grandeur

que les valeurs «calculées». Les résultats

donnés dans le tableau V sont représenta-

tifs de l'ensemble des essais. Pour les
mélanges de G candidum G36 et de K lac-
tis 44g, il existe 2 populations différentiables,

l'une de cellules isolées de diamétre 2-41Im
et l'autre de particules de diametre 10-14
urn (fig 4a). Cependant, la population de
diamétre 2-4 urn ne peut pas étre assimi-
lée uniguement a celle de K lactis,

puisqu'elle est composée de la totalité des
cellules de K lactis et d'une partie de celles
de G candidum (articles mycéliens, cellules
«ovoides»). En revanche, la totalité de la
population de diametre 10-141lm n'est com-
posée que de mycéliums ou de petits amas
de G candidum. Les diamétres de G can-
didum G36 et de K lactis étant du méme
ordre de grandeur (2-5 urn), leur différen-
ciation est impossible, et ce, quelles (UE
soient les proportions dans le mélange.

Au vu de ces essais, nous avons testé
une autre souche de G candidum G48 dont
les cellules sont «ovoides» et semblaient
au microscope plus grosses que celles de K
lactis 44g- Dans le cas de mélanges de G
candidum G48 et de K lactis en phase expo-
nentielle de croissance (incubailion s 3jours),
les mémes observations que celles des
mélanges G candidum G36 et K lactis sont
obtenues (tableau V). Dans le cas des cul-
tures de plus de 3 jours, 3 populations sont
mises en évidence (fig 4b). La premiére (dia-
meétre 2-3 um) est formée uniquement des
cellules de K lactis, la seconde (diamétre 4-
6 um) est formée de cellules isolées de G
candidum G48 et la derniére est formée des
amas de G candidum G48. En effet, pour
les cultures de 7 et 10 j, les proportions
réelles de G candidum déterminées au
compteur Coulter sont identiques aux erreurs
prés a celles prévues théoriqguement; pour K
lactis, les valeurs mesurées sont identiques
a celles prévues (tableau V).
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Tableau V. Numération des suspensions de K lactis et de G candidum en mélange a l'aide du
compteur de particules.

Coulter Counter enumerations of G candidum and K lactis 44g in mixture betore and after
transparisation.

Age Résultat C (part/ml) DI (Ilm)
culture
G candidum 2/K lactis 1

G candidum G36

1 jour Calculé 4,2.107 2,0 100
Réel 4,1.107 2,2 100
2 jours Calculé 9,1.107 2,5 87 10,6 13
Réel 1,1.108 2,3 89 10,6 11
8 jours Calculé 2,3.108 2,5 95 13,3 5
Réel 2,0.108 2,5 94 13,3 6
15 jours Calculé 2,2.108 2,5 94 13,3 6
Réel 2,2.108 3,0 94 13,3 6
20 jours Calculé 2,6.108 3,0 94 13,3 6
Réel 2,4.108 3,0 94 13,3 6

G candidum G48

3 jours Calculé 1,7.108 2,1 66 5,0 34
Réel 1,6.108 2,1 66 5,0 34

7 jours Calculé 1,7.108 2,1 36 55 49 6,5 17
Réel 1,8.108 21 36 55 47 6,5 15

10 jours Calculé 2,0.108 2,1 38 55 37 6,8 25
Réel 1,9.108 2,1 38 55 39 6,8 24

Les résultats présentés sont représentatifs de I'ensemble des essais. C : concentration totale déterminée avec le
compteur de particules (particules/ml) ; 0, :diametre moyen de la 1re population (um); %C, : proportion de la lre
population par rapport a la population totale; 02 : diamétre moyen de la 2" population (urn). %Cp : proportion de
la 2¢ population par rapport a la population totale; 0z : diamétre moyen de la 3¢ population; %Cg : proportion de
la 3¢ population par rapport a la population totale. "Calculé .. désigne les valeurs obtenues par calcul a partir des
valeurs des 2 cultures pures et "Réel .. les valeurs obtenues aprés mélange réel des 2 cultures pures.

C, totet cell concentration obtained by Coulter Counter (particles/ml) ; 01' average diameter for the 1stpopulation
of cells (Ilm); %C percentage of tst population in the total population; O,, average diameter for the 2nd
population of cells"(llm); %C5, percentage of 2nd population in total population; 03, average diame ter of the 3rd
population (llm); %Cs, percentage of 3rd population in the total population. 'Calculé' are values estimated by
computing from the ones of the single cultures and 'Réel' are values obtained after real mixture of G candidum

and K lactis mixtures. These results were representative of ail tests.
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Fig 4a. Exemple de courbes de distribution obte-
nues sur G candidum G36 et K lactis 44g en cul-
ture pure ou en mélange (1/1) avec la méthode de
numération au compteur de particules de type
Goulter. Gas de cultures de surface incubées

7 jours a 25°G. D1 et D2 sont respectivement le
diametre moyen de la lre population de cellules et
de la 2e population. b. Exemple de courbes de
distribution  obtenues sur G candidum G48 et
K lactis 44g en culture pure et en mélange (1/1)
avec la méthode de numération au compteur de
particules de type Goulter. Gas de cultures de
surface incubées 7 jours a 25°G. D1, D2 et D3
sont respectivement le diamétre moyen de la 1re,
de la 2e, et de la 3e population de cellules.

a. Example of distribution curves of Geotrichum

candidum G36 and Kluyveromyces lactis 44g in
single culture or in mixture (1/1) obtained with
Coulter Counter enumeration. 01 and 02 are res-
pectively first and second cell population ave-
rage diameter (surface cultures incubated 7 days
at 25 OC). b. Example of distribution curves of
Geotrichum candldurn G48 and Kluyveromyces

lactis 44g in single culture or in mixture (1/1) obtai-
ned with Coulter Counter enumeration. 01, 02
and O3 are respectively first, second and third
cell population average diameter (surface cul-
tures incubated 7 days at 25 OC).
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Quels que soient les pourcentages des
mélanges, le comptage différentiel de toutes
les cellules de G candidum et de K lactis
est donc possible seulement si les diamétres
moyens de leurs populations sont suffi-
samment séparés.

DISCUSSION ET CONCLUSION

En ce qui concerne la transparisation, nous
supposons que si elle est parfaitement effi-
cace aussi bien sur les caillés purement lac-
tiques que sur ceux purement présures, elle
le sera également sur les caillés mixtes (pré-
sure et lactiqgue). Quel que soit le type de
caillé, le réactif de transparisation le plus
efficace est celui de Driehuis et Teernstra
(1992) modifié (pH = 12).

L'efficacité de ce réactif est fonction de la
température, du temps de contact
réactif/caillé et du type de caillé. Il semble
étre plus efficace sur les caillés présures
que sur les caillés lactiques. En effet, une
grande différence' d'efficacité de transpari-
sation est observée lorsqu'elle est suivie
par absorbance. Cependant, au compteur
Coulter, pour les particules de caillé lac-
tiqgue de diameétre supérieur ou égal a 2 JITl,
nous remarquons quil faut 30 min de
contact réactif/caillé a 37°C pour obtenir
une transparisation égale a celle des caillés
présures pour lesquels elle est totale en 15
min & 25°C comme a 37°C. Quel que soit le
type de caillé, pour les particules de dia-
métre inférieur a 2 urn, la transparisation
n'est jamais totale puisqu'il reste des parti-
cules insuffisamment solubilisées  dont
I'absorbance est plus ou moins importante,
ce qui explique les efficacités de transpari-
sation observées par absorbance. Ces cor-
puscules insolubles sont des particules de
caillé et/ou des bactéries lactiques.

La présence des bactéries lactiques per-
met d'expliquer la différence de transpari-
sation observée entre caillés lactiques et
caillés présures. En effet, nous remarquons
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gue les bactéries lactiques sont plus ou
moins sensibles au réactif suivant les condi-
tions de transparisation utilisées. Les numé-
rations au compteur Coulter permettent de
vérifier gqu'il y a davantage de cellules bac-
tériennes détruites lorsque la température de
transparisation et/ou le temps de contact
réactif/caillé augmentent. Cela a également
été constaté dans le cas de cultures réali-
sées sur du lait par Kouomegne et al (1984)
et Driehuis et Teernstra (1992). En outre,
ces auteurs montrent que la désintégration
des bactéries est tres rapide et quasiment
totale aprés 20 min de contact et qu'elle est
précédée d'une phase de modification pro-
fonde des cellules, celles-ci devenant trés
boursouflées avant d'éclater.

Les meilleures conditions de transparisa-
tion des caillés par le réactif de Driehuis et
Teernstra (1992) modifié sont 37°C pour un
temps de contact de 30 min. Cette transpari-
sation n'étant pas totale, elle n'est donc pas
utilisable pour mesurer la concentration micro-
bienne totale par la méthode d'absorbance.
En revanche, elle est suffisamment efficace
pour compter les cellules microbiennes de
diamétre supérieur ou égal a 2,0 urn.

En conclusion, pour transpariser les sus-
pensions de fromage a pate molle, nous uti-
liserons le réactif de Driehuis et Teernstra
(1992) a pH 12 a une température de 37°C et
un temps de contact réactif/caillé de 30 min.

Nous avons supposé qu'en présence ou
en absence de fromage, le réactif de trans-
parisation agira de fagon similaire sur les
cellules microbiennes, méme si un phéno-
mene de protection des cellules peut exister
lorsqu'elles  sont en mélange avec des
caséines ou des lipides. En conséquence,
l'action du réactif de transparisation sur des
suspensions de levures obtenues a partir
de cultures en milieu liquide ou de surface a
été étudiée en absence de fromage.

Trois méthodes ont été testées pour
déterminer la concentration totale en cel-
lules (cellules viables + non-viables) de cul-
tures pures de levures apres traitement avec

le réactif de transparisation utilisé a 3rC

pendant 30 min.

Le réactif de transparisation entraine la
mort de la quasi-totalité  des cellules de
levures. Cela est di en partie a la perméa-
bilisation des membranes microbiennes par
le Triton X100 (Miozzari et al, 1978). Mais il
est impossible de les peser, non seulement
parce que la transparisation entraine une
perte de matériel cellulaire, mais surtout
parce qu'une augmentation non reproduc-
tible du poids sec est observée, méme apres
lavages et centrifugations.  Cela est vrai
guels gue soient la souche considérée ou le
temps de contact réactif/cellules. Cette aug-
mentation de poids cellulaire est certaine-
ment due a la destruction partielle de I'enve-
loppe cellulaire par le réactif et a la fixation
de ce dernier sur ou dans les cellules
(Miozzari et al, 1978). Kouomegne et al
(1984) et Driehuis et Teernstra (1992) ont
noté une action similaire de pénétration et
de fixation du réactif dans les cellules de
bactéries lactiques ainsi que le départ du
contenu cellulaire dans le soluté.

En conclusion, cette méthode ne permet
pas de mesurer la concentration totale en
cellules des cultures pures. Elle ne le per-
mettra donc pas a fortiori pour les mélanges
existant en surface des fromages. Cepen-
dant, contrairement aux bactéries lactiques,
les cellules de levures ne sont pas désin-
tégrées et gardent leur forme générale. Elles
sont donc comptables au compteur Coul-
ter ou au microscope.

La concentration totale en cellules des
cultures de levures, avant et apres transpa-
risation, peut étre déterminée par mesure
de l'absorbance a 650 nm. Quels que soient
l'age et le type de culture, pour chaque
souche, une perte reproductible de turbidité
cellulaire (20 a 30%) des cultures traitées
est observée. Le réactif de transparisation
semble donc étre moins dommageable pour
les levures que pour les bactéries lactiques
pour lesquelles la diminution de turbidité
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reproductible est de 40 a 100% selon les
souches (Driehuis et Teernstra, 1992).

La détermination turbidimétrique de la
qguantité de matiere donne donc des résul-
tats satisfaisants dans le cas de cultures de
souches pures de levures, a condition d'appli-
quer un facteur de correction si elles ont subi
le traitement de transparisation. Mais, pour les
mélanges tels que ceux existant en surface
des fromages, I'estimation de la concentration
totale en levures par détermination turbidi-
métriqgue de la matiére seche est difficile-
ment utilisable. En effet, I'absorbance mesu-
rée est fonction de la souche, de lataille et de
la forme des cellules, de sorte qu'il y aurait
interférence  avec les autres micro-orga-
nismes, en particulier avec les levures. De
plus, les proportions des différentes espéces
évoluent avec le temps d'affinage (Lenoir et
al, 1985) rendant irréalisable I'estimation
d'une perte de turbiditt moyenne par trans-
parisation de sorte que méme une guantifi-
cation globale des levures par cette méthode
est impossible. Cela est d'autant plus vrai
que dans le cas des fromages a coagulation
mixte, l'absorbance du caillé méme apres
transparisation risque de ne pas étre négli-
geable d'aprés ce qui a été vu dans ce qui
précede. |l faudrait aussi vérifier que toutes
les bactéries présentes se lysent effective-
ment comme les bactéries lactiques déja tes-
tées pour ne pas interférer avec les levures.

La seule méthode qui reste applicable
est le dénombrement des cellules des
levures au compteur de particules Coulter,
puisque la transparisation n'entraine pas
une désintégration de ces cellules, contrai-
rement a celles des bactéries lactiques et
gu'elle permet en revanche de solubiliser
toutes les particules fromagéres de diametre
supérieur a 2 urn. De plus, contrairement
au cas des bactéries lactigues (Kouomegne
et al, 1984), pour les levures, le traitement
de transparisation provoque la diminution
de la taille des amas et le détachement des
articles mycéliens, ce qui constitue un avan-
tage pour le comptage des cellules. En
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accord avec Macauley et al (1976), Strunk
et al (1976) et Ginn et al (1977), le résultat
du dénombrement établi avec le compteur
de particules est du méme ordre de gran-
deur que celui obtenu avec une cellule de
Thoma (méthode de référence) apres cor-
rection des cellules restant en amas ou des
bourgeons.

Le compteur de particules permet donc
de dénombrer la concentration totale des
cultures pures de levures, leur diameétre
équivalent et leur distribution avant et apres
transparisation.  Aprés transparisation, la
concentration totale en levures est supé-
rieure a celle de la culture «témoin» et une
diminution du diameétre moyen, fonction de
la souche et de la morphologie des cellules,
est observée. Cela s'expligue par le déta-
chement des bourgeons ou des articles
mycéliens et/ou par la dissociation des
amas. Pour une espéce a caractére poly-
morphique comme la plupart des espéces
de G candidum, cette méthode permet
d'estimer la concentration totale en cellules
mais aussi celle des différentes populations
en présence. Dans le cas des mélanges de
levures, nous pouvons aussi déterminer la
concentration totale en cellules. Mais les
concentrations des différentes espéces en
présence ne peuvent étre déterminées que
si leurs diamétres équivalents sont suffi-
samment différents (différence ~ 1 urn).

Pour les mélanges microbiens plus com-
plexes provenant de la surface des fro-
mages, si nous posons comme hypotheése
simplificatrice  qu'aprés transparisation et
homogénéisation  avec ['Ultra-Turrax, les
particules de diamétre équivalent inférieur a
2 urn comptées au Coulter sont des bacté-
ries intactes ou non complétement désin-
tégrées et des particules de fromage insuf-

fisamment  transparisées et que les
particules supérieures @ 20 urn sont des
moisissures, la quantification des cellules

de levures de diamétre compris entre 2 et
20 urn est alors possible.
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En conclusion, dans le cadre de I'étude
du comportement de mélanges microbiens
simples tels gqu'une levure + des bactéries,
une levure + un G candidum + des bactéries
ou 2 levures de dimensions suffisamment
différentes, la numération au compteur Coul-
ter est utilisable pour suivre la quantité totale
de cellules de levures et de G candidum
ainsi que celle des différentes espéces de
levures en présence.
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