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INTRODUCTION

Par son volume de production (environ 3000000 kg par an) et
son acceptation commerciale, le fromage « Manchego })est le plus
important des fromages élaborés en Espagne [7]. 11 est produit à
partir du lait de brebis dans une région de climat continental, La
Mancha, située dans le plateau central de la péninsule ibérique.
Ce fromage, à pâte dure et de couleur blanchâtre, a un goût et un
arôme caractéristiques. ,,-

<Depuis ces dernières années, la production industrielle a sup-
.planté la fabrication artisanale à partir de Iait cru. Pour des raisons
sanitaires et afin d'éliminer les germes pathogènes et autres micro-
organismes indésirables, d'autant 'plus prolifiques que la région de
production est soumise à des températures élevées, les fromageries
ont été obligées de pasteuriser le lait. L'inconvénient de cette opéra-
tion est la destruction des bactéries lactiques indispensables à la
fabrication du fromage « Manchego » typique. L'adjonction d'un
levain de souches lactiques au lait pasteurisé devient donc une
opération essentielle dans les fromageries. Les fromages produits
dans ces conditions présentent souvent les meilleures caractéristiques
de production artisanale d'autrefois mais l'homogénéité des produits
n'est pas toujours assurée.

De nombreux travaux ont établi le rôle primordial joué par les
micro-organismes et leurs enzymes dans le processus de maturation
des fromages [5, 16]. Par ailleurs, l'ensemble des phénomènes
biochimiques qui dominent ce processus détermine le développement
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de l'arôme et du goût caractéristiques du fromage. Malgré l'impor-
tance économique du « Manchego » aucune étude approfondie,
concernant la nature de la flore microbienne dans la fabrication et
la' maturation de ce fromage, n'a été entreprise. Nous nous sommes
donc proposés de suivre, au cours de la production industrielle, l'évo-
lution de cette flore, et notamment, les variations du nombre des
principaux groupes de micro-organismes qui la constituent, tant en
surface qu'en profondeur. Ces études devraient permettre un meil-
leur contrôle du processus de fabrication du fromage « Manchego »,

MATERIELS ET METHODES

Prélèvement des échantillons et technologie de fabrication

Notre étude a porté sur deux séries de fromages fabriqués à
partir de lait pasteurisé dans deux usines différentes (A et B), de la
région de Madrid. Chaque série provient d'unmême lot de fabrication.
Dans chacune des fromageries ont été prélevés :

- des échantillons de lait de brebis avant et après pasteurisation,
- des échantillons de fromage aux différents stades de la fabri-

cation et de l'affinage (tab. 1).
On prélève chaque fois sur un fromage différent, provenant d'une

même fabrication, deux échantillons :
- un échantillon de surface, soit par grattage de chacune des

faces (fromagerie B, fromage non paraffiné), soit par prélèvement
d'une couche de 5 mm (fromagerie A, fromage paraffiné),

- un échantillon au centre du fromage à l'aide d'une sonde.

Examen microbiologique du lait et du fromage

Une partie aliquote (l0 g) des échantillons de caillé et de fromage
est broyée dans un mortier avec 90 ml d'une solution stérile de
citrate de sodium à 2 p. 100 préalablement chauffée à 45° C. On
effectue ensuite des dilutions dans une solution de Ringer au 1/4.

Les échantillons de lait sont dilués au 1/10 dans la solution de'
Ringer au 1/4. Par ensemencement en boîte de Petrî, on a dénombré
comme indiqué ci-dessus les groupes microbiens suivants :

- germes totaux sur gélose nutritive [4],
- streptocoques sur gélose nutritive additionnée de 0,5p. 1000

d'acétate de thallium [6],
- lactobacilles sur milieu de Rogosa [17],
- microcoques et staphylocoques sur milieu de Chapman [2],
- levures et moisissures sur milieu OGGA [9],
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TABLEAU 1. - Stades de la fabrication

Prélèvement des
échantillons

froma-
gerie

A

+
+
+

froma-
gerie

B

1.
II.
III.

Lait de brebis pasteurisé + levain + présure.
Coagulation à 30°C - 32°C en 30 mn.
Découpage du caillé et formation de grains de la di-
mension d'un petit pois.

lA. - Réchauffage du grain jusqu'à 40°C (temps em-
ployé 1 h).

B. - Réchauffage du grain jusqu'à 39°C pendant
20 mn.

Séparation du petit-lait.
Remplissage des moules et pressage pendant 8 h.
Salage dans un bain de saumure à 22°B pendant 48 h.
*A. - Séchage à 12°C pendant 2 j.
*A. - Paraffinage du fromage.
Mise en cave à 12°C, 8sp.100 d'humidité pour affinage:
le semaine
2e semaine
3' semaine
4e semaine
Se semaine
6e semaine
7' semaine
s- semaine
9" semaine

H), semaine
11' semaine
3e mois
4' mois
6' mois

IV.

V.
VI.
VII.
VIII.
IX.
X.

+
+

+
+

+
+
+
+

+
+
+
+
+

+

+

+

* Les opérations nOSVIII et IX ont été effectuées seulement dans la fromagerie A.
Dans la fromagerie B on a mis les fromages en cave après le salage.

- bactéries coliformes sur gélose au désochycholate de sodium
(désoxycholate Agar Difco n- 420).

Analyses chimiques

Les mesures et analyses suivantes ont été effectuées sur des
parties aliquotes des échantillons de fromage ayant servi à l'analyse
bactériologique :
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- mesure électrométrique du pH avec une électrode de verre [8],
- détermination de la matière sèche par la méthode recomman-

dée par la F.I.L. [la],
- détermination de la teneur en lactose [11],

détermination de la teneur en acide lactique [15],
- détermination de la teneur en chlorures [12],
- détermination de l'azote total par la méthode Kjeldahl, comme

décrit par la F.I.L. [13],
- détermination de l'azote soluble après mise en solution du

fromage dans l'eau à 500 C [1],
- détermination de l'indice d'acide de la matière grasse [14].

RESULTATS

Evolution de la flore microbienne

Les résultats de l'analyse microbiologique du lait cru de brebis,
destiné à la fabrication des fromages ont donné un fort ensemence-
ment dans les deux fromageries étudiées: 1,1 X 108 germes totaux
par ml pour la fromagerie A et 2,1 X 107 pour la fromagerie B ;
en plus des bactéries lactiques (streptocoques et lactobacilles) la
teneur du lait en bactéries coliformes est très importante surtout
dans l'échantillon A où la flore coliforme atteint un taux de 106

germes/ml.
Après pasteurisation, le nombre de germes totaux a diminué

considérablement: 105
- 106 germes/ml pour les deux fromageries, et

les germes coliformes ont disparu. La pasteurisation du lait semble
donc être plus que justifiée.

Les figures 1, 2, 3 et 4 montrent les variations de la flore micro-
bienne totale et les principaux groupes de bactéries, en surface et au
centre des fromages, au cours des différents stades de la fabrication
et de l'affinage. Pour la fromagerie A, où les fromages sont paraffinés
après salage et sèchage, l'évolution de la flore est sensiblement
identique au centre (fig. 1) et à la surface (fig. 2) du fromage, sauf
pour les bactéries halophiles (microcoques et staphylocoques).

Le nombre de germes totaux, très important après l'addition du
levain (voisin de 1O,o/g), diminue d'une façon remarquable pendant
la première semaine après I'emprésurage, avant de se stabiliser.

Le dénombrement des streptocoques indique qu'au delà du 3"jour
et durant le l'er mois, ces organismes sont très largement dominants
et leur nombre est sensiblement égal à oelui des germes totaux,
principalement au centre du fromage.

La diminution importante du nombre de germes totaux pendant
les 3 premiers jours pourrait être expliquée si l'on tient compte des
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Fig. 1 : Evolution de la flore micro-
bienne au centre des échantillons de
fromage « Manchego » (fromagerie A) :
• flore totale ; 0 - streptocoques
o - lactobacillus ; L. - microcoques.
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Fig. 3 : Evolution de la flore micro-
bienne au centre des échantillons de
fromage « Manchego » (fromagerie B) :
• flore totale ; 0 - streptocoques
o - lactobacillus ; L. - microcoques.
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Fig. 2 : Evolution de la flore micro-
bienne à la surface des échantillons de
fromage « Manchego » (fromagerie A) :
• flore totale ; 0 streptocoques
o - lactobacillus ; L. - microcoques.
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Fig. 4 : Evolution de la flore micro-
bienne à la surface des échantillons de
fromage « Manchego » (fromagerie B) :
• flore totale ; 0 - streptocoques
o - lactobacillus ; L. - microcoques.
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résultats des analyses bactériologiques du lait après pasteurisation.
En effet, la proportion de streptocoques et de lactobacilles, sur les
10" germes/ml dénombrés, était très faible. On peut donc penser
qu'une grande partie de la population bactérienne présente dans le
lait pasteunisé est détruite par la très forte diminution de pH (fig. 5A)
qui accompagne l'addition du levain et de la présure.

Au cours de l'affinage, tandis que le nombre de streptocoques
au centre des fromages reste sensiblement constant (aux environs de
108/ml), le nombre de Iactobacilles augmente très nettement. Deux
mois après I'emprésurage, ces organismes sont présents en quantité
aussi importante que les streptocoques. Compte tenu de l'absence
de lactobacilles dans le lait après pasteurisation, ainsi que dans le
levain, il faut conclure que ces bactéries proviennent de la flore
ambiante existant dans la fromagerie. A la surface du fromage, les
streptocoques diminuent considérablement à partir du 10"jour après
l'emprésurage pour augmenter ensuite et atteindre de nouveau à la
fin de J'affinage la valeur initiale.

Les bactéries halophiles (staphylocoques et microcoques) sont
quantitativement fort peu importantes et restent, au centre du fro-
mage, à peu près constantes au cours de la maturation.

A la surface de ces fromages les bactéries halophiles augmentent
rapidement en nombre après le salage pour revenir ensuite à leur
taux initial.

Les résultats des dénombrements bactériologiques pour la fro-
magerie B sont montrés dans les figures 3 et 4. Dans cette laiterie,
où les fromages ne sont pas paraffinés, les différences entre les
résultats obtenus pour les échantillons de la surface (fig. 4) et du
centre (fig. 3) du fromage, sont très importantes.

A l'intérieur, la flore totale augmente de 9 X 106 à 2 X 10'
germes/ml pendant les 3 premiers jours après l'emprésurage et
diminue ensuite pour rester sensiblement constante aux environs de
0,5 X 107 germes/ml jusqu'à la fin de l'affinage. Les streptocoques
suivent les variations de la flore totale et constituent le groupe micro-
bien dominant tout au long de la maturation. Il faut noter cependant
que les lactobacilles, présents en petit nombre au début de la matu-
ration, augmentent très nettement durant le I'" mois pour deve-
nir ensuite aussi importants que les streptocoques.

Les microcoques et staphylocoques, partie négligeable de la flore
du caillé, augmentent d'une façon importante après le salage et
jusqu'au I'" mois, avant de retomber aux faibles concentrations de
départ (0,5 X 10"germes/ml).

A la surface du fromage, les streptocoques suivent aussi les
variations de la flore totale, mais ces variations en « dents de scie »
(fig. 4) ne sont peut-être pas significatives: elles pourraient être dues
à l'hétérogénéité des échantiUons qui correspondent à différents
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fromages. Il est possible, en effet, que dans un même lot, il existe
des différences d'un fromage à l'autre.

A partir des 10 premiers jours, les bactéries halophiles représen-
tent une partie essentielle de la flore superficielle de ces fromages :
leur nombre est équivalent au nombre de streptocoques.

L'évolution des lactobacilles à la surface des fromages de la
laiterie B n'a pû être correctement suivie à cause du fort peuplement
en levures de ces échantillons (lD7 à 108 levuresjg fromage).

En effet, nous avons constaté que le milieu Rogosa utilisé
pour le dénombrement des lactobacilles n'est pas sélectif à 100 p. 100.
La plupart des colonies (provenant des échantillons de surface), qui
s'étaient développées sur ce milieu, étaient des levures. Il est fort
probable que l'énorme quantité de levures présentes dans ces échan-
tillons inhibe la croissance des lactobacilles. Pour les fromages de
la laiterie A, les levures et les champignons ne sont présents qu'en
nombre très faible (quelques dizaines de milliers de germes par
gramme) du début à la fin de l'affinage.

Nous n'avons pas décelé de bacténies coliformes dans les échan-
tillons correspondant aux différentes étapes de la maturation des
fromages de la laiterie B. Par contre, nous avons trouvé un taux de
bactéries coliformes, oscillant entre ID" et 106 germes/g, pour les
fromages de la laiterie A. Les analyses effectuées nous permettent de
conclure que ces organismes proviennent de la forte contamination
des installations dans cette fromagerie.

Variation de la composition chimique des fromages au cours de la
maturation

Pour pouvoir mieux comprendre l'évolution de la flore micro-
bienne au cours de la maturation, différentes analyses chimiques
ont été effectuées sur les échantillons de fromage, parallèlement aux
analyses bactériologiques.

Les figures 5 A et 5 B montrent les variations du pH et de la
teneur en acide lactique au cours de l'affinage des fromages.

Pour les fromages de la série A, on constate que le pH diminue
brusquement après l'addition du levain et de la présure, et se
maintient ensuite pratiquement constant. La teneur en acide lactique
suit une variation opposée à cene du pH. En effet, nous observons
une augmentation de la teneur en acide lactique coïncidant avec la
diminution brusque de pH. Par la suite, elle diminue et reste sensi-
blement constante, jusqu'à la fin de l'affinage, à un taux voisin de
4 mg/go On peut voir sur la figure 5A que pour ces fromages
paraffinés, les valeurs du pH et de la teneur en acide lactique pour
les échantillons de surface du fromage ne sont pas significativement
différentes de celles obtenues pour les échantillons du centre. Par
contre, pour les fromages provenant de la laiterie B (fig. 5 B) nous
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Fig. 5A : Teneurs en acide lactique et
valeurs de pH à la surface et au centre
des échantillons de la fromagerie A
~ intérieur ; - - surface ; .0 pH ;
JJ.. l::, acide lactique.
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Fig. 5B : Teneurs en acide lactique et
valeurs de pH à la surface et au centre
des échantillons de la fromagerie B
- intérieur ; - - surface ; .0 pH ;
JJ..l::, acide lactique.

observons d'importantes différences quantitatives pour ces valeurs
entre le centre et la surface du fromage.

Quantitativement, ces résultats sont très similaires à ceux obser-
vés pour la fromagerie A. Cependant, nous avons constaté, pour les
fromages de la série B, une deuxième augmentation de la teneur en
acide lactique 4 semaines après l'emprésurage.

Nous ne pouvons donner une explication claire pour ce phéno-
mène mais on serait tenté d'attribuer cette augmentation anormale à
l'hétérogénéité des échantillons provenant de différents fromages au
cours de la maturation.

Les variations de la teneur en chlorure de sodium et en matière
sèche sont représentées dans la figure 6 A pour les échantlllons de
la fromagerie A, et dans la figure 6 B pour ceux de la fromagerie B.

Dans les deux cas, on observe que la teneur en chlorure de
sodium est très importante à la surface du fromage au moment
du salage. Après le salage, on constate une diminution progressive
de la teneur en chlorure de sodium de la partie superficielle, salée,
quiestaccompagnée d'une augmentation de la teneur en sel au cœur
du fromage. Cette augmentation est plus marquée pour les échan-
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Fig. 6A : Teneurs en matière sèche et
en sel (chlorures) à la surface et au
centre des échantillons de la fromage-
rie A : - intérieur ; - - surface ; • 0

chlorures; eo matière sèche.

Fig. 6B : Teneurs en matière sèche et
en sels (chlorures) à la surface et au
centre des échantillons de la fromage-
rie B : - intérieur ; - - surface ; • 0
chlorures; e o matière sèche.

tillons de la fromagerie B, dont la teneur en sel dans la surface au
moment du salage est également supérieure à celle des échantillons
de la fromagerie A.

La matière sèche reste sensiblement constante au cours de
l'affinage pour les échantillons du centre des fromages provenant
des deux fromageries. Les échantillons de la surface montrent, par
contre, une légère diminution de la matière sèche au cours de la
maturation pour la fromagerie A et une sensible augmentation pour
la fromagerie B.

Les résultats des analyses de l'azote total et de l'azote soluble
des différents échantillons au cours de l'affinage, donnant une
indication de l'évolution de la protéolyse, sont représentés dans les
figure 7 A et 7 B, où nous avons également figuré la variation de
l'indice d'acide de la matière grasse. Pour la fromagerie A, le pour-
centage d'azote soluble augmente graduellement au cours de la matu-
ration (de 10 à 15p. 100 pour l'intérieur, et de 10 à 12p. 100 pour la
surface), ce qui indique une légère protéolyse au cours de ce pro-
cessus. Une légère augmentation de l'indice d'acide de la matière
grasse est également observée pour ces échantillons, représentant une
lipolyse assez faible au cours de la maturation. Dans le cas de la
fromagerie B, la protéolyse semble être plus importante que pour la
fromagerie A, aussi bien au centre qu'en surface. La lipolyse pré-
sente une évolution positive pour les échantillons de la surface mais
négative pour ceux du centre.
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Fig. 7 A : Variations de la teneur en
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Fig. 7B : Variations de la teneur en
azote soluble et de l'indice d'acide de
la matière grasse à la surface et au
centre des échantillons de la fromage-
rie B: - intérieur ; - - surface ; .0
azote soluble: JiJ..6indice d'acide.

DISCUSSION

Malgré les différences notables trouvées dans l'analyse micro-
biologique et chimique des fromages élaborés dans les deux froma-
geries sur lesquelles a porté cette étude, une conclusion nette peut
être tirée en ce qui concerne le type de micro-organismes jouant un
rôle dominant dans l'affinage du fromage « Manchego ».

Nos résultats ont montré que les streptocoques se trouvent
toujours en flore dominante au cours de la maturation tant au
centre qu'à la surface des deux séries de fromages analysés. L'ana-
lyse bactériologique du levain utilisé dans les deux laiteries permet
de conclure que cette flore streptococcique provient en partie des
levains ajoutés au lait pasteurisé. Ces streptocoques seraient respon-
sables de la transformation du lactose du caillé en acide lactique,
phénomène observé les premiers jours avec une diminution impor-
tante du pH. Cette diminution de pH permet par la suite le dévelop-
pement des lactobaciîles dont le nombre augmente au cours de
l'affinage pour arriver, au-delà du 1'"' mois, à une concentration aussi
importante que celle des streptocoques. L'évolution positive de la
flore lactobacillaire au cours de la maturation et son importance
numérique dans les dernières étapes de la maturation du fromage
suggèrent que les lactobaoilles ont un rôle non négligeable dans le
développement du goût caractéristique du fromage « Manchego »,
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Les résultats des études concernant les souches de lactobacilles et
qui feront l'objet d'un prochain rapport, nous ont permis de constater
que la majeure partie de ces souches, isolées sur milieu de Rogosa
à partir des échantillons prélevés à différents stades de la maturation,
appartient aux espèces L. plantarum et L. casei.

Les microcoques et les levures sont :relativement peu nombreux
tout au long de la maturation à I'intérieur des fromages provenant
des deux fromageries étudiées. Bien que, après le salage, l'on
observe une augmentation considérable de la population de microco-
ques et levures dans la surface des fromages non paraffinés (prove-
nant de la fromagerie B), nous croyons que cette population ne
joue aucun rôle dans le processus de maturation de ces fromages.

Il est intéressant de noter que dans d'autres types de fromages
comme le Saint-Paulin [4] ou le Roquefort [3] les lactobacilles ne
représentent qu'une faible partie de la microflore totale. Le fort déve-
loppement de la flore lactobaoillaire, observé surtout dans les der-
nières étapes de l'affinage du fromage « Manchego », fait penser
qu'une expérimentation systématique portant sur l'inclusion de diffé-
rentes souches de lactobacilles dans le levain utilisé pour la fabrica-
tion de ce type de fromage devait donner des orientations intéres-
santes pour une amélioration du processus de fabrication du
« Manchego »,
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Résumé

L'évolution de la flore microbienne et des caractéristiques chimi-
ques au cours de la fabrication et de l'affinage du fromage espagnol
« Manchego » ont été étudiées sur des échantillons prélevés dans
deux fromageries de la région de Madrid. Les germes totaux, les
streptocoques, les microcoques et staphylocoques, les Iactobacilles,
les Ievures et moisissures, et' les bactérdes coIiformes ont été
dénombrés.

Nous avons observé que les streptocoques constituent la flore
dominante de ces fromages à tous les stades de l'affinage. Les micro-
coques et les levures restent relativement peu nombreux pour les
échantillons provenant des fromages paraffinés (laiterie A) et pour
l'intérieur des fromages non paraffinés (laiterie B). Par contre, les
microcoques ainsi que les levures constituent une partie très impor-
tante de la flore de la surface des fromages de la laiterie B. Quant
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aux lactobacilles, qui proviennent surtout de la microflore ambiante,
ils se développent au cours de l'affinage et forment à la fin de la
maturation une partie notable de la microflore totale, aussi impor-
tante que les streptocoques.

Summary

A study of the microbial flora and chemical characteristics of
the « Manchego » cheese has been carried out during the different
stages of making and ripening of two batches of cheeses coming from
two different factories (A and B). The microbial groups analysed
included the streptococci, the staphylococci, the micrococci, the yeast
and rnolds, the Iactobacilh and the coliform organisms.

The streptococci were found to be the predominant organisms
throughout the ripening process in both lots of cheeses. The micro-
cocci, yeasts and molds were present in only small amounts in the
samples from the surface and the center of the paraffined cheeses
(coming from factory A) and in the samples from the center of
the non-paraffinedcheeses (factory B). On the contrary, the micro-
cocci were among the main organisrns to be Iound on the surface
of the cheeses coming from factory B. Finally the lactobacilli develop-
ped during the process of ripening and in the late stages they were
found to be numerically as important as the streptococci.

Reçu pour publication le 23 décembre 1974.
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