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Summary - Volatile sulfur compounds produced by Micrococcaceae and coryneform
bacteria isolated from cheeses. Bacteria, containing both Micrococcaceae and coryneform
bacteria, isolated from traditional cheeses, are c1assified with respect to flavor families from the
smell of the cultures in a cheese model, 7 Micrococcaceae, 13 coryneform bacteria and 2
Brevibacterium linens for reference, representative of the aromatic families, are studied for their
sulfur compound production. The sulfur compounds produced in the cheese model are analysed
through gas chromatography and identified through mass spectrometry. The production of free
sulfhydryls from methionine, hydrogen sulfur from cysteine and the use of the se amine acids as
carbon source are investigated using a synthetic medium. The bacteria display a very wide pattern
of sulfur compound products. Ali the coryneform bacteria and most Micrococcaceae are able to
produce methanethiol from methionine, several strains as much as Brevibacterium linens. Ali the
strains produce hydrogen sulfide from cysteine. However, the main point is the large variety of
the produced sulfur compounds: sulfides (methyl, dimethyl and trimethylsulfide), thiols (2-
propanethiol, 2-methylpentanethiol), thioesters (methylthioacetate, methylthuiobutanoate,
methylthiopentanoate) and many not yet identified. Ali these compounds have a low threshhold.
Moreover, most of them have already been described in cheese volatile fractions. Altogether, the
variety of such compounds and their proportion in bacteria cultures suggest that they might have
an important role in cheese flavor diversity.

sulfur volatile compound / methanethiol 1coryneform bacteria 1Micrococcaceae

Résumé - Une collection de souches de Micrococcaceae et de bactéries corynéformes autres
que Brevibacterium linens et isolées de fromages traditionnels est classifiée en familles, à partir
des arômes produits par les cultures sur un modèle fromager; 7 Micrococcaceae et 13 bactéries
corynéformes, choisies parmi des souches représentatives de ces différentes familles, sont
étudiées plus précisément pour leur aptitude à produire des composés soufrés volatils. Deux
souches de B linens servent de base de comparaison. Les composés soufrés produits sur le modèle
fromager sont analysés et identifiés par chromatographie en phase gazeuse couplée à un
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spectromètre de masse. L'aptitude à produire des résidus sulhydryls libres et de l'H2S,
respectivement à partir de méthionine et de cystéine, ainsi que l'utilisation de ces deux acides
aminés comme unique source de carbone, sont examinées sur milieu synthétique. Les souches
étudiées ont des capacités de production de composés soufrés variables. Ainsi, toutes les bactéries
corynéformes et beaucoup de Micrococcaceae produisent du méthanethiol, certaines d'ailleurs
avec des efficacités équivalentes à celles de souches de B linens. De même, toutes les souches
analysées produisent de l'hydrogène sulfuré à partir de la cystéine. Cependant, l'originalité des
différentes souches caractérisées réside plus particulièrement dans la diversité des autres
composés soufrés produits: sulfures (méthyl, diméthyl et triméthylsulfures), thiols (2-
propanethiol, 2-méthyl-l-pentanethiol), thioesters (S-méthylthioacétate, S-méthylthiobutanoate,
S-méhtylthiopentanoate) et les nombreux composés non encore identifiés. Pour certains de ces
composés, l'importance relative des voies chimiques et enzymatiques de production reste encore
mal connue compte tenu de leurs très grandes instabilité et réactivité en solution. Enfin, beaucoup
des composés soufrés ont déjà été identifiés dans des fractions volatils des fromages: ils
interviennent donc très certainement dans les arômes de ces produits en raison de leur faible seuil
de perception.

Elle constitue, en outre, un élément majeur
de la personnalité du fromage puisqu'elle
contribue, de façon déterminante, au déve-
loppement des qualités rhéologiques et orga-
noleptiques du produit.

composé soufré volatil! méthanethiol! bactérie corynéforme ! Micrococcaceae

INTRODUCTION

Un assez grand nombre de fromages, en par-
ticulier les fromages à croûte lavée, sont
caractérisés par la présence d'une flore
microbienne de surface, qui se développe
massivement au cours de l'affinage. Elle
résulte, dans les fromages traditionnels, d'un
ensemencement naturel à partir du lait, de
l'environnement ou d'un transfert entre fro-
mages.

Dans le cas des fromages à croûte lavée
ou morgée, la flore de surface est essentiel-
lement bactérienne après une phase de déve-
loppement des levures. Elle comprend prin-
cipalement des Micrococcaceae et des
bactéries corynéformes (Eliskases-Lechner
et Ginzinger, 1995 ; Grand et al, 1992 ;
Piton, 1988 ; Piton et Fontanier, 1990). Cer-
taines de ces bactéries se rencontrent éga-
Iement à la surface de fromages à croûte
fleurie, lors des derniers stades de l'affinage
(Lenoir, 1984 ; Richard et Zadi, 1983).
Ainsi, les Micrococcaceae représentent
jusqu'à 50 % de la flore superficielle après
20 jours d'affinage. Très souvent, cette flore
représente une biomasse égale ou supérieure
à celle qui se trouve à l'intérieur de la pâte.

Pour le moment, seules quelques souches
parmi les Micrococcaceae et les bactéries
corynéformes sont utilisées comme levains
pour ensemencer les fromages industriels.
Leur choix repose sur des données très empi-
riques puisque leur nature exacte est sou-
vent mal connue et que leur taxonomie, en
particulier pour les bactéries corynéformes,
demeure encore incertaine. En outre, il existe
peu de données concernant leurs activités
métaboliques en relation avec leur aptitude
à produire des composés d'arôme, sauf pour
une espèce de bactérie corynéforme : Bre-
vibacterium linens, qui est aujourd'hui rela-
tivement bien caractérisée pour l'ensemble
de ses activités métaboliques (Boyaval et
Desmazeaud, 1983 ; Clancy et Q'Sullivan,
1993 ; Frings etaI, 1993 ; Holtz et Kunz,
1994). Les Micrococcaceae, tout comme
les bactéries corynéformes autres que
B linens, présentent également des activi-
tés biochimiques très variées et parfois
intenses: activités protéasiques (Bhowmik
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et Marth, 1988 ; Garcia de Fernando et Fox,
1991 ; Ortiz de Apodaca et al, 1993), ami-
nopeptidasiques endo- ou exocelIulaires
(Bhowmik et Marth, 1988 ; Si-Kyung et
Hyun-Kyu, 1993), lipasiques ou estérasiques
(Bhowmik et Marth, 1990a ; Delarras,
1982 ; El Shafei et al, 1989 ; Ezzat et al,
1993 ; Ortiz de Apodaca et al, 1993) ou de
dégradation des acides aminés (Cuer et al,
1979a, 1979b ; Hemme et Richard, 1986 ;
Hemme et al, 1982 ; Sharpe et al, 1977).
Ces activités, associées à l'abondance de
ces germes peuvent expliquer leur grand
pouvoir d'aromatisation des pâtes froma-
gères. Ainsi, l'addition au lait de fromagerie
de quelques souches de Micrococcaceae
affecte, de façon positive les qualités orga-
noleptiques de divers fromages, en particu-
lier le cheddar (Bhowmik et Marth, 1990b ;
Kinik et Akbulut, 1994 ; Law et al, 1976).

L'arôme des fromages est produit par un
ensemble de réactions, chimiques et enzy-
matiques, qui transforment les divers consti-
tuants du caillé en molécules sapides et/ou
odorantes. La proportion de ces molécules
dépend non seulement du produit, mais éga-
Iement du procédé technologique.

La fraction volatile de l'arôme des fro-
mages est constituée d'un ensemble com-
plexe de composés, qui appartiennent à de
nombreuses familles chimiques: acides,
alcools, esters, composés carbonylés ou sou-
frés, amines, hydrocarbures ... De précé-
dents travaux ont souligné l'importance des
composés soufrés dans de très nombreux
produits alimentaires. Dans les fromages,
beaucoup de composés soufrés volatils ont
été isolés et leur impact aromatique déter-
miné; c'est le cas du 2,4-dithiapentane dans
le Gouda (Sloot et Harkes, 1975), du 2,3,4-
trithiapentane ou DMTS (Mc Gugan, 1975)
ou du méthanethiol dans le cheddar (Man-
ning et Priee, 1977 ; Manning et al, 1976).
Les composés responsables de la note aillée,
caractéristique du camembert affiné, ont été
identifiés: il s'agit du bis(méthylthio)-
méthane, du diéthylsulfure, du 2,3,5-tri-

thiahexane, du 3(méthylthio )2,4-dithiapen-
tane et enfin du méthanethiol (Adda, 1986,
Dumont et al, 1976a ; Law, 1981). Certains
fromages à croûte lavée ont également fait
l'objet d'études (Dumont et al, 1974, 1976b ;
Parliment et al, 1982) qui ont toutes souligné
l'importance des composés soufrés dans
l'arôme de ces fromages: hydrogène sul-
furé, méthanethiol, sulfures et thioesters.

Cependant, en dehors du méthanethiol,
les voies de production ainsi que les condi-
tions de synthèse des composés soufrés, lors
de l'affinage, sont loin d'être maîtrisées,
voire même connues. La part purement
microbienne n'est que très peu identifiée et
il est vraisemblable que les réactions chi-
miques et enzymatiques se déroulent
conjointement.

Nous nous sommes intéressés à la pro-
duction de composés soufrés volatils par
une sélection représentative d'une colIec-
tion de souches de Micrococcaceae et de
bactéries corynéformes autres que B linens,
provenant essentiellement de fromages tra-
ditionnels français.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Souches bactériennes et sélection

À partir d'une collection de bactéries coryné-
formes (132 souches) et de Micrococcaceae (143
souches), isolées pour la plupart de fromages tra-
ditionnels, 32 Micrococcaceae et 30 bactéries
corynéformes autres que B linens sont sélec-
tionnées pour une étude approfondie de la pro-
duction des composés aromatiques volatils. Ce
choix est effectué principalement en fonction de
la nature de l'arôme produit par les cultures sur
un modèle fromager, mais également en fonc-
tion de l'espèce lorsqu'elle est connue et du fro-
mage d'origine. Parmi les souches sélectionnées,
celles qui produisent des composés soufrés vola-
tils (Bloes-Breton et Bergère, 1994) ou qui don-
nent, en culture, des odeurs « sulfurées » sont
retenues pour la présente étude. .

La sélection des souches est réalisée par fiai-
rage de l'odeur produite par la culture dans un
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modèle fromager liquide composé de rétentat
d'ultrafiltration (de facteur de concentration volu-
mique 3) obtenu à partir d'un lait UHT demi-
écrémé, diafiltré (teneur résiduelle en lactose
comprise entre 5 et 6 g/L) et complémenté en
NaCI (Pro labo ) (1°gIL), lactate de sodium (Pro-
labo) (20 gIL), casaminoacides (Difco) (7,5 gIL),
L-méthionine (Sigma) (7,5 rng/L), L-cystéine
(Sigma) (15 mg/L), L-tryptophane (Sigma)
(67,5 mg/L) et extrait de levure (Difco)
(0,25 mglL), pH 6,4 - 6,5. Ce milieu est incubé à
25 "C sur table d'agitation rotative après ense-
mencement à 2 % à partir d'une préculture de 2
à 3 jours effectuée dans un milieu riche (tryp-
tone 1° g, glucose 5 g, NaCI 5 g, lactate de
sodium 20 g, extrait de levure 1 g et tampon
phosphate 0,05 M, Il, pH 7). Le rétentat, réparti
à raison de 50 mL par erlenmeyer de 250 mL est
stérilisé par autoclavage (15 min, 115 "C). Les
autres composés préparés sous forme de solu-
tions concentrées stérilisées par filtration sont
ensuite ajoutés.

Après 3 et 4 jours, 1°mL de culture sont alors
prélevés et placés dans des verres ballon à dégus-
tation, d'une contenance de 41°mL, recouverts
d'une boîte de Pétri. Le contenu est alors sou-
mis aux dégustateurs après équilibre à tempéra-
ture ambiante.

Utilisation de la L-méthionine
et de la L-cystéine comme uniques
sources de carbone

L'aptitude à utiliser la méthionine et la cystéine
comme sources de carbone est déterminée dans le
milieu chimiquement défini utilisé par Seiler pour
le classement des bactéries corynéformes (1983).
Ce milieu est réparti en boîtes de Pétri carrées
compartimentées et inoculé, en surface, à J'aide
d'un appareil Multipoint. L'inoculum est consti-
tué d'une suspension cellulaire dans de J'eau phy-
siologique tamponnée (opacité 4 sur l'échelle de
Mac Farland) préparée à partir d'une culture de 4
jours à 25 "C sur le milieu de préculture gélosé
défini dans le paragraphe précédent.

La souche est apte à utiliser le composé testé
lorsque sa croissance est nettement visible après
une semaine d'incubation à 25 oc. L'aspect de la
culture sur le milieu sans source de carbone ajou-
tée sert de témoin négatif.

Production de méthanethiol
à partir de la L-méthionine

Préparation des suspensions
bactériennes

Chaque souche, conservée sur gélose inclinée
BHI (Brain Heart Infusion, Difco) à 4 "C, est
revivifiée par une préculture de 50 mL identique
à celle utilisée pour la sélection des souches.
Après 48 heures d'incubation, 50 mL de milieu
d'expression (tryptone 10 g, NaCllO g, extrait de
levure 1 g, Yeast Nitrogen Base (Difco), L-
méthionine à 0,1 % final et tampon phosphate
0,05 M, pH 7, Il) sont inoculés à 1 % et incu-
bés à 25 "C avec agitation mécanique jusqu'à
obtention de pH 8, valeur optimale pour la pro-
duction de méthanethiol chez les microcoques
(Laasko et Nurmikko, 1976). Les cellules sont
ensuite récoltées par centrifugation (12 000 g,
4 "C, 1°minutes), lavées et mises en suspension
dans du tampon Tris HCI, pH 8 de façon à obte-
nir une teneur en poids sec de 0,02 g par mL.
Cette suspension sert dans la détermination du
potentiel de production de méthanethiol.

Mise en évidence
de la production de méthanethiol
à partir de la méthionine

La capacité de production du méthanethiol est
évaluée par la méthode décrite par Laakso et
Nurmikko (1976) et adaptée par Ferchichi et al,
1985.

Production d'hydrogène sulfuré
à partir de la L-cystéine

Préparation des suspensions
bactériennes

Les cultures sont préparées à partir du même
milieu que celui utilisé pour la production de
méthanethiol. Seule, la méthionine est rempla-
cée par la L-cystéine, à raison de 0,1 %.

En fin de croissance exponentielle, les cel-
lules sont lavées et mises en suspension dans du
tampon phosphate 0,05 M, pH 7,3, de façon à
obtenir une concentration de 0,02 g de poids sec
par mL de suspension. Cette suspension sert à
la détermination de J'hydrogène sulfuré.
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Mise en évidence de la production d'H2S

La production d'H2S est détectée par la méthode
décrite par Thomas et al (1974). Elle est exprimée
en variation d'absorbance à 609 nm-'min-1g-1
de poids sec, ce qui permet une comparaison des
différentes souches.

Aptitude à la désamination et
à la décarboxylation de la L-méthionine

Préparation des suspensions
bactériennes

Une suspension dense (DO§sü nm de 25) de cel-
lules bactériennes (1 mL) realisée dans de l'eau
physiologique stérile est étalée sur une boîte de
Pétri contenant un milieu tryptone-caséine (Bio-
trypcase de Biomérieux) gélosé à pH 5,5. Après
48 heures d'incubation à 25 "C, les cellules sont
récoltées dans 8 mL d'eau physiologique stérile.
Cette suspension est utilisée pour l'étude des
capacités de désamination et de décarboxylation
de la méthionine.

Mise en évidence de la désamination
de la méthionine

La mise en évidence de cette activité enzyma-
tique repose sur la détection, de manière quali-
tative, de l'ammoniac libéré à l'aide du réactif
de Nessler. À 0,5 mL de tampon mixte phos-
phate/citrate (0,15 M, pH 6,5), sont ajoutés
0,5 mL de suspension baétérienne et 0,05 mL
d'acide aminé à 0,1 %. Parallèlement, un témoin
sans acide aminé est réalisé. Après 2 heures
d'incubation à 40 "C, l'ammoniac formé est mis
en évidence par l'apparition d'une coloration et
d'un précipité rouge-orangé en présence du réac-
tif de Nessler. L'intensité de la réaction est esti-
mée qualitativement par l'importance du culot
formé et par l'intensité de la coloration.

Mise en évidence de la décarboxylation
de la méthionine

L'aptitude à la décarboxylation de la méthionine est
appréciée par la modification du pH qui se produit
dans le milieu réactionnel lors de la transforma-
tion de l'acide aminé en amine. Nous avons retenu
le protocole de Falkow modifié par Brisou (1971).
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Production d'autres composés soufrés
volatils à partir d'un milieu
dont la composition se rapproche
de celle d'un fromage

Milieu et conditions de production
des composés soufrés

La production de composés soufrés est étudiée
après croissance dans le modèle fromager.

Extraction des composés soufrés produits

L'extraction des composés soufrés volatils pro-
duits dans le milieu d'expression aromatique est
réalisée selon le principe de l'espace de tête dyna-
mique, à partir de 50 mL de culture additionnés
de 20 mL d'eau distillée et 50 g de sulfate de
sodium anhydre (Prolabo). Les composés sont
entraînés par un courant d'azote (20 mL/min)
durant 5 heures, à 54 "C puis piégés dans une
microcolonne d'adsorbant (Porapak Q, 80 mesh,
Supelco) conditionnée par un chauffage à 110°C
pendant 12 heures, sous un courant d'azote
(10 mL/min). La colonne est ensuite rincée avec
120 ul, de dichlorométhane redistillé. Un témoin
(milieu non ensemencé) est traité selon le même
protocole.

Anaryseetidentijication
des composés soufrés

Les composés soufrés sont séparés par chroma-
tographe en phase gazeuse (Girdel série 300)
équipé d'une colonne capillaire JW (DB 170!) de
0,32 mm de diamètre intérieur, 1 um d'épais-
seur de film et 30 m de longueur, et détectés spé-
cifiquement par un photomètre de flamme
(Delsi). Le gaz vecteur est de l'hydrogène (0,45
bar, 2,6 mL/min) ; 0,8 ul, d'extrait aromatique est
injecté, la fuite d'entrée étant ouverte 30 secondes
après l'injection à un débit de 30 mL/min. La
programmation de température commence après
une isotherme initiale de 5 minutes à 30 oc. Le
taux de montée est fixé à 3 OC/min jusqu'à
170 "C, température finale maintenue durant 20
minutes. Une dérivation en sortie de colonne per-
met, de plus, de flairer des composés élués.
L'identification des composés élués est réalisée
à l'aide d'un spectromètre de masse quadripo-
laire Nermag 10-10 (Delsi) couplé à un chroma-
tographe (Varian 3400) équipé de la même
colonne que précédemment (JW DB l70!) d'une
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longueur de 60 m. La programmation de tempé-
rature est identique à celle utilisée pour la détec-
tion par photométrie de flamme. La pression du
gaz vecteur (He) est fixée à 1 bar. Les spectres
d'ionisation sont obtenus par impact électronique
à 70 eV, avec une température de la source de
180 oc. La gamme de masse balayée s'étend de
50 à 300 en 0,8 s.

RÉSULTATS

Sélection des souches

Une bonne partie des souches flairées pro-
duisent, sur le milieu à base de rétentat, des
arômes de produits laitiers ou de fromages
plus ou moins affinés avec des notes « sul-
furé », «alliacé» (moutarde et choux fleur),
« chocolaté », « fruité », « beurré »,
« rance» et « ammoniac» (tableau 1).

Les propriétés des souches retenues pour
l'étude de la production de composés soufrés
volatils sont décrites dans le tableau II. Deux
souches de B linens, dont l'une est connue
pour produire du méthanethiol (CNRZ 918)

(Ferchichi et al, 1985, 1986), servent de
comparaison.

Activités de dégradation
des acides aminés soufrés
(L-méthionine et L-cystéine)

Alors que presque toutes les souches étu-
diées, à l'exception de M luteus (G 13) et
d'un des deux B linens (C 171), désaminent
la méthionine, la décarboxylation de cet
acide aminé semble être une aptitude beau-
coup plus exceptionnelle. En effet, seuls
deux staphylocoques: S xylosus (G 16) et
S lentus (G 126) augmentent le pH, ce qui
pourrait correspondre à la production de
méthylthiopropylamine (tableau III).

De plus, parmi l'ensemble des souches
analysées, à l'exception de B linens, seule
une bactérie corynéforme (C70) est capable,
dans le milieu choisi, d'utiliser la méthio-
nine comme unique source de carbone et
d'énergie, aucune ou très faiblement la cys-
téine.

Tableau I. Fréquence des odeurs dominantes des souches sélectionnées en fonction des familles
bactériennes (Micrococcaceae et bactéries corynéforrnes) et souches retenues pour l'étude des com-
posés soufrés.
Frequency of dominant odours of selected strains in function of the bacteria families (Micrococ-
caceae and coryneform bacteria) and the number of strains choicedfor the sulfur compounds study.

Odeurs Micrococcaceae Bactéries corynéformes
dominantes (*)

Effectif Souches Effectif Souches
retenues retenues

Chocolaté 2 3 2
Choc/fruité 5 3 1
Fruité/caillé 12 2
Rance 2 2
Fromager doux 4 2 2 1
Fromager/NH3 1 1 1 1
Fromager/sulfuré 4 3 13 7
Fromager/moisi 2 1 1
Fromager/animal 3

* Odeur produite par la culture dans le modèle fromager, après 3 ou 4 jours d'incubation à 25 "C, sur table d'agi-
tation rotative.

* Odour producted by the cultures in the cheese model, after 3 or 4 days at 25 "C on rotative agitation table.
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Tableau II. Caractéristiques des souches retenues pour l'étude des composés soufrés.
Main features of selected strains for sulfur compounds study.

Souche Espèce Origine Odeurs" pHc
ou groupe a

Micrococcaceae
G9 M luteus Pâte pressée Sulfuré, fromager 8,2
GI2 M luteus Camembert Fromager, NH3 8,2
G13 M luteus Fromage Fromager, moisi 8,0
GI4 M luteus Gruyère Fromager, sulfuré 8,8
GI6 S equorum Camembert Fromager doux 7,6
GlOl S equorum Saucisson Fromager, sulfuré 8,4
GI26 S lentus Fromage de brebis Caillé frais, beurré 8,4
Bactéries corynéformes
CI 8-bl,cr Livarot Fromager, sulfuré 7,7
C6 l l-bg Maroilles Fromager carapace 9,4
C41 15.2-bg Langres Malté, chocolaté 7,4
C49 16-ja Munster Fromager, sulfuré 8,7
C67 24.2-ja Epoisses Fromager doux, caramel 9,2
C70 IO-ja.cr Petit Langres Fromager, moutarde 8,7
C71 23-ja Vacherin Choux fleur 8,4
CI20 19.I-ja Camembert Fromager, NH3 8,7
C310 18-ja Camembert Fromager, animal 8,7
C93 27.I-cr.bl Fromage chèvre Chocolaté, fruité 5,9
CI41 l Ll-bg Reblochon Fromager 9,3
CI50 Il.2-bg Reblochon Fromager, animal 9,2
CI61 13-bg.cr Vacherin suisse Chocolaté, malté 6,6
CI71 B linens-I-og Comté Fromager, sulfuré 8,9
CNRZ 918 B linens- or Gruyère de comté fromager, sulfuré 9,1

Chez les bactéries corynéformes, l'acti-
vité spécifique de production de méthane-
thiol est comprise entre 10 et 380 nkat/g
sauf pour une souche (C 150) qui ne produit
pas ou que très peu de ce composé. Pour
plus du quart des individus, elle est supé-
rieure à 100 nkat/g de poids sec.

Dans les conditions adoptées, les
meilleures souches productrices de métha-
nethiol sont donc les bactéries corynéformes,

a Espèces: staphylocoques (Irlinger et al, 1996) et microcoques (résultats non publiés), groupes « provisoires»
de bactéries corynéformes établis d'après les 53 caractères taxonomiques de Sei 1er (1986) et pigmentation; or:
orange, ja : jaune, bl : blanc, cr : crème et bg : beige. b Odeur produite par la culture sur rétentat complémenté, après
3 ou 4 jours d'incubation à 25 "C sur table d'agitation rotative. C pH de la culture sur rétentat au moment du flai-
rage après 3 ou 4 jours d'incubation à 25 "C.

a Species : Staphyloeoeeus (lrlinger and al, 1996) and Mieroeoeeus (not published results). Provisional groups
of eorynefonn baeteria establishedfrom the 53 Seiler's taxonomie eharaeters (1986) and pigmentation: or: orange,
ja : yellow, bl: white, cr: eream and bg : beige. b Odour produeted by the cultures, after 3 or 4 days al 25 "C on
rotative agitation table. CpH of the culture at the moment of the degustation, after 3 or 4 days at 25 oc.

Production de méthanethiol

Parmi les sept Micrococcaceae testées, six
produisent du méthanethiol à partir de
méthionine, avec néanmoins une activité
spécifique inférieure ou égale à 70 nkat/g
(tableau IV), Seul, S lentus (G 126) ne pro-
duit pas de méthanethiol en quantité suffi-
sante pour être détectée, compte tenu du
seuil de sensibilité de la méthode.
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Tableau III. Dégradation et utilisation comme seule source de carbone de la méthionine et de la
cystéine par des Micrococcaceae et des bactéries corynéformes.
Dedragation and use as carbon sources of methionine and cystein by Micrococcaceae and coryne-
form bacteria isolatedfrom cheeses.

Souche Croissance sur
Méthionine Cystéine

Méthionine
Décarboxylation Désamination

Micrococcaceae
G9 ++
GI2 +++
Gl3
GI4 +++
GI6 +++ +++
GIOI +++
Gl26 + +
Bactéries corynéformes
Cl ++
C6 +++
C4l ++
C49 ++
C67 +++
C70 ++
C71 ++
Cl2ü +++
C31ü +
C93 +
Cl4l +++
C15ü +
C16l ++
CI7l
CNRZ918 + +++

+

+
+ +/-

- Pas d'activité ou pas de croissance; + activité faible ou croissance; ++ activité moyenne; +++ forte activité.

- No activity or negative growth .. + Little activity or growth .. ++ medium activity .. +++ strong activity.

par rapport aux Micrococcaceae. De plus,
parmi les bactéries corynéformes, les deux
souches de B linens testées (CNRZ 918 et
C 171) sont les meilleures productrices de
méthanethiol, avec une activité spécifique
respective de 386 et 194 nkat/g.

Production d'H2S

Les sept souches de Micrococcaceae tes-
tées produisent de 1'H2S à partir de la cys-
téine, comme toutes les bactéries coryné-
formes (tableau IV). Cependant, le potentiel

de production dépend fortement des souches,
puisqu'il varie d'un facteur 5 pour les bac-
téries corynéformes et 4 pour les Micro-
coccaceae.

Parmi l'ensemble des Micrococcaceae
analysés, le meilleur producteur d'H2S est M
luteus.

Les autres composés soufrés produits

Il est intéressant de constater que sur les
sept Micrococcaceae testées, seules les
souches du genre Micrococcus semblent
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capables de produire des esters de métha-
nethiol : le S-méthylthioacétate et le S-
méthylthiobunatoate, à des concentrations
maximales respectives de 67 et 28 ug/L
(tableau V). Cependant, deux des trois
souches de staphylocoques étudiées (G 16
et G 126), qui ne synthétisent pas de thioes-
ters, ne produisent pas ou très peu de métha-
nethiol, substrat de la réaction.

Certaines bactéries corynéformes sont
également capables d'estérifier le méthane-

thiol pour produire divers esters, comme le
S-méthylthioacétate, le S-méthylthiobuta-
noate ou le S-méthylthiopentanoate, à des
concentrations importantes pour deux
souches: C41 et C6 (tableau V). Les deux
souches de B linens (C 171 et CNRZ 918)
produisent également des thioesters. C 171
est d'ailleurs celle qui, parmi la totalité des
souches étudiées, produit le S-méthylthioa-
cétate en concentration la plus importante
(5345 Jlg/L).

Tableau IV. Production de méthanethiol, d'hydrogène sulfuré (H2S), de diméthylsulfure (OMS) et
de diméthyldisulfure (OMOS) par des Micrococcaceae et des bactéries corynéformes fromagères.
Production of methanethiol, hydrogen sulfur (H2S), dimethylsulfur (DMS), and dimethyldisulfur
(DMDS) by Micrococcaceae and coryneform bacteria isolatedfrom cheeses.

Souche Méthanethiol H2S DMS DMDS
(nkat/g de poids sec) (MJO/min/g (ppm) (ppm)

de poids sec)

Micrococcaceae
G9 64 1,83 0,30 1,90
GI2 67 2,49 0,60 1,60
GI3 20 2,67 0,02 0,05
GI4 65 1,61 0,01 0,30
GI6 Il 0,70 0,10 0,06
GIOI 52 1,76 0,10 <0,02
GI26 <5 l,56 0,09 <0,02
Bactéries corynéformes
CI 62 1,02 0,50 2,00
C6 17 l,53 1,20 3,20
C41 23 2,99 0,20 2,00
C49 56 0,55 0,20 2,00
C67 37 2,47 0,30 0,20
C70 90 0,40 0,02 2,00
C71 158 0,67 l,50 3,30
CI20 93 1,28 0,30 2,00
C310 156 1,72 0,20 <0,02
C93 46 1,22 1,20 <0,02
CI41 14 2,14 0,70 0,20
CI50 7 1,95 0,30 0,10
CI61 26 0,60 0,10 0,04
CI71 194 2,44 0,90 3,30
CNRZ 918 386 2,18 0,50 2,70

Fromages + + + +

Production de méthanethiol à partir de méthionine, d'H~S à partir de cystéine, de DMS et DMDS dans le réten-
tat complémenté et présence déjà mentionnée dans des fromages.
Production ofmethanethiolfrom methionin, hydrogen sulfur from cystein, dimethylsulfur and dimethyldisulfur in
complemented retentat and presence mentionned in cheeses.
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Tableau V. pH et concentrations en quelques thioesters dans les cultures de Micrococcaceae et de
bactéries corynéformes effectuées en rétentat complémenté (ug/L de milieu).
pH and sorne thioesters concentrations in the cultures of Micrococcaceae and bacteria coryneform
(ug/L).

Souche pH 1 2 3 4 5 6

Micrococcaceae
G9 8,20 67
GI2 8,20 5 28
GI3 8,00 2
GI4 8,80 2
GI6 7,60
GIOI 8,40
GI26 8,40
Bactéries corynéformes
CI 7,70 2 2
C6 9,40 243 201 47
C41 7,40 1450
C49 8,70 0,5
C67 9,20
C70 8,70 3
C71 8,40 10 25 26
CI20 8,70 0,4 14
C310 8,90
C93 5,90 76
CI41 9,30 0,4 2
CI50 9,20 1
CI61 6,60 18 4 4 7
CI71 8,90 5345 5 38 0,6
CNRZ918 9,10 85 14 6
Fromages* + + + + + +

1 : S-méthylthioacétate.2 : S-méthylthiobutanoate.3 : S-éthy\thiopentanoate,4 : S-propylthio3-méthylbutanoate,
5 : S-propylthiohexanoate. 6 : S-hexylthiobutanoate. * Présence de ces composés dans des fromages.
1 : Svmethylthioacetate. 2 : Ssmethvlthiobutanoate. 3 : Ssethylthiapentanoate, 4 : Sspropylthio 3-merhy/bura-
noate, 5: Sspropylthiohexanoate; 6: Svhexylthiobutanoate. "Presence of these compounds in cheeses.

Parmi les autres composés soufrés iden-
tifiés, on peut noter l'importance des sul-
fures : diméthylsulfure, diméthyldisulfure,
diméthyltrisulfure (tableaux IV et VI), prin-
cipalement pour les bactéries corynéformes
et B linens, de divers thiols comme le 2-pro-
panethiol, aussi bien chez des Micrococca-
ceae (G 12 et G 14) que chez des bactéries
corynéformes (CI, C6, C171 et CNRZ 918),
le 2-méthyl-l-pentanethiol chez un Staphy-
lococcus equorum (G 101) et deux coryné-

bactéries (C93 et surtout C 161) et le 1,2-
éthanédithiol. Enfin, certaines souches sont
capables de produire, parfois en quantités
qui paraissent importantes, de nombreux
autres composés soufrés volatils, dont cer-
tains n'ont pu être identifiés avec les
méthodes employées. C'est le cas de G 12,
G 14 ou G 16 pour les Micrococcaceae, ainsi
que CI, C6, C71 , C 120, C 171 et C 161 pour
les bactéries corynéformes.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

Ces résultats montrent que les souches étu-
diées présentent un potentiel de production
de composés soufrés volatils variable, tant
par leur nature que par leurs quantités, ce
qui n'était, jusqu'à présent, que très mal
connu en dehors de B linens. Beaucoup de
ces composés ont d'ailleurs déjà été signa-
lés dans des fromages (tableaux IV et V).

Parmi ces molécules, on note d'abord
l'importance du méthanethiol. Ce thiol est,
en effet, un composé clé dans l'arôme de
nombreux aliments, notamment dans les fro-
mages. Il s'agit d'un composé très volatil,
présentant un point de fusion de 6,2 "C, une
odeur très intense (putride à fécale à faible
concentration) ainsi qu'un seuil de détec-
tion dans l'air relativement bas, de 0,02 ppb
(Lindsay et Rippe, 1986). De plus, comme
beaucoup de molécules possédant un ou plu-
sieurs atomes de soufre, il est très réactif et
peut donc être à l'origine de nombreux
autres composés d'arôme importants. On le
rencontre non seulement dans le cheddar
(Manning et Priee, 1977 ; Manning et al,
1976), mais aussi dans de nombreux fro-
mages français à croûte fleurie ou lavée
(Dumont et al, 1974, 1976a, 1976b ; Moinas
et al, 1973).

Nos résultats montrent que six souches
de Micrococcaceae sur les sept étudiées ont
la capacité de produire, par voie enzyma-
tique, des résidus sulfhydryls libres, avec
des activités spécifiques variables, mais qui
peuvent atteindre jusqu'à 70 nkat/g de poids
sec chez des souches de M luteus.

En outre, toutes les bactéries coryné-
formes étudiées produisent du méthanethiol,
certaines avec des activités spécifiques
presque aussi fortes qu'une des deux
souches de B linens (C 171).

Cela confirme les résultats déjà obtenus
par Hemme et Richard (1986), Kim et OIson
(1989) et Kim et al (1990) à propos du rôle
important de B linens dans la production de
méthanethiol.

Ferchichi et al (1985) quant à eux, ont
estimé l'activité spécifique de production
du méthanethiol chez B linens CNRZ 918,
dans des conditions optimales: celle-ci varie
entre 25 nkat/g pour les formes coccoïdes
et 210 nkat/g pour les formes bacillaires.
Beaucoup de nos bactéries ont des activités
spécifiques de cet ordre de grandeur bien
qu'elles ne soient certainement pas toutes
dans des conditions optimales de produc-
tion.

Malgré l'importance évidente de B linens,
le rôle de certaines Micrococcaceae et
d'autres bactéries corynéformes dans la pro-
duction de méthanethiol au cours de l' affi-
nage devrait être non négligeable compte
tenu de leur importance numérique dans la
flore de surface de certains fromages.
Hemme et Richard (1986) ont d'ailleurs
considéré que ce doit être le cas pour les
bactéries dont l'activité spécifique excède
10 nkat/g, seuil dépassé, dans leur étude,
seulement par des souches de B linens du
camembert, à l'exception de deux S xylo-
sus. De même, Cuer et al (1979c) n'ont pas
trouvé de microcoques fromagers produc-
teurs de méthanethiol, contrairement à près
de 45 % des microcoques et 30 % des bac-
téries corynéformes de la flore de la peau
humaine (Marshall et al, 1988). Des souches
de B casei pouvant provenir de la peau pro-
duisent aussi du méthanethiol (Sharpe et al,
1977 ; Law et Sharpe, 1978), ainsi qu'une
souche de Microbacterium (Jollivet et al,
1992).

Les voies de production du méthanethiol
ont déjà fait l'objet d'études. Dans les fro-
mages, il aurait deux origines possibles à
partir de la méthionine: l'une purement chi-
mique, par la voie de dégradation de Stree-
ker à partir de précurseurs issus du métabo-
lisme des streptocoques (Law et Sharpe,
1978 ; Lindsay et Rippe, 1986) ; la réactivité
du méthanethiol est d'ailleurs fonction des
paramètres physico-chimiques du milieu
tels que le pH ou le potentiel redox. L'autre



556 S Bloes-Breton, IL Bergere

voie est purement enzymatique et vraisem-
blablement plus efficace et plus rapide.

Chez B linens, cette dernière voie est
aujourd'hui relativemertfbien caractérisée.
L'enzyme clé dégradant la méthionine pour
former du méthanethiol : la L-méthionine
y-déméthiolase a d'ailleurs été isolée et
caractérisée chez une souche: NCDO 739
(ATCC 9175), isolée de camembert (Col-
lin et Law, 1989). Son pH et sa température
optimale d'activité sont respectivement de 8
et 20 oc. De plus, la méthionine est néces-
saire pour l'induction de cette enzyme.

D'autres voies de production ont égaie-
ment été décrites chez d'autres microorga-
nismes. Ainsi, Segal et Starkey (1969) ont
décrit une voie de synthèse: la réaction
débuterait par une désamination oxydative
de la méthionine suivie par la déméthiola-
tion. En revanche, pour Esaki et Soda
(1977), deux voies coexisteraient chez Pseu-
domonas putida et Aeromonas : soit l'a,y-
élimination de l'acide aminé pour former
de I'œ-cétobutyrate, du méthanethiol et de
l'ammoniac, soit un y-remplacement. Dans
ce dernier cas, il peut donc y avoir produc-
tion de méthanethiol sans désamination de
l'acide aminé, ce qui semblerait être le cas
de M luteus G 13 (tableau III).

Cependant, parmi nos bactéries produc-
trices de méthanethiol autres que B linens,
seules trois d'entre elles sont capables d'uti-
liser la méthionine comme unique source
de carbone et d'énergie et d'ailleurs, aucune
n'utilise la cystéine dans un milieu qui leur
permet pourtant d'utiliser bien d'autres com-
posés.

La production de méthanethiol comme
celle d'hydrogène sulfuré n'impliquerait
donc pas systématiquement l'utilisation de
la méthionine ou de la cystéine en tant que
source de carbone com~e l'avaient pour-
tant trouvé Hemme et Richard (1986), chez
des bactéries corynéformes isolées de
camembert. Des cas similaires au nôtre ont
déjà été signalés chez d'autres microorga-
nismes pour lesquels les voies de produc-

tion de méthanethiol sont vraisemblable-
ment différentes. Ainsi, Ruiz Herrera et Star-
key (1970) ont constaté que certains cham-
pignons produisent effectivement du
méthanethiol à partir de méthionine. Or,
l'acide œ-cétobutyrique, coproduit du
méthanethiol, n'intègre pas le cycle de Krebs
et la méthionine n'est donc pas une source
d'énergie possible.

Alors que la plupart des souches désa-
minent la méthionine, à l'exception de deux
souches G 13 et C 171, la décarboxylation
de cet acide aminé est beaucoup plus excep-
tionnelle. Ces nombreux résultats négatifs
peuvent malheureusement être liés à la
méthode, qui est peu précise et pas spéci-
fique. En effet, certaines souches, et en par-
ticulier la quasi-totalité des bactéries cory-
néformes, alcalinisent très fortement le
témoin sans méthionine, compte tenu de
leur métabolisme particulier: ces bactéries
utilisent très peu les hydrates de carbone,
mais préférentiellement les acides orga-
niques et surtout les matières azotées comme
sources de carbone et d'énergie. La libéra-
tion importante d'ammoniac provoque donc
une forte augmentation du pH et peut donc
masquer la variation de pH qui résulterait
de la formation de l'amine. L'écart de pH
observé n'est donc plus significatif et ne
permet donc pas de conclure sur la capacité
de décarboxylation de l'acide aminé. II est
également possible que la décarboxylation
de la méthionine ne soit pas une réaction
courante chez cette famille bactérienne, ce
qui semblerait être confirmé par l'absence de
données dans la littérature.

Parmi les composés soufrés volatils iden-
tifiés, certains proviennent vraisemblable-
ment en partie de réactions chimiques, indé-
pendantes de toute activité enzymatique.
C'est le cas, par exemple, du DMDS qui
peut résulter d'une oxydation spontanée du
méthanethiol. II se forme donc au détriment
de ce dernier (Lindsay et Rippe, 1986; Segal
et Starkey, 1969). Ainsi, dans une culture, la
présence de DMDS montre qu'il y a eu pro-
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duction préalable de méthanethiol, même
si ce dernier a disparu. En outre, ce disul-
fure, également identifié dans l'arôme de
nombreux fromages, en particulier dans les
pâtes molles (Dumont et al, 1974 ; Law,
1981 ; Parliment et al, 1982) possède des
propriétés organoleptiques intéressantes,
une odeur sulfurée et alliacée intense et un
seuil de détection dans l'air relativement
faible (12 ppb). On lui a donc attribué un
rôle important dans l'arôme des fromages.

La production de thioesters, quant à elle,
relève probablement plus de réactions enzy-
matiques et elle varie d'ailleurs selon les
souches de Micrococcaceae et de bactéries
corynéformes, tant en concentrations obte-
nues dans les cultures qu'en nature des com-
posés.

Les plus importants sont ceux qui pro-
viennent du méthanethiol : le S-méthyl-
thioacétate et S-méthylthiobutanoate. Les
concentrations maximales sont obtenues
pour certaines bactéries corynéformes : C41,
C6 et B linens C 171, souches qui ne sont
pas forcément les plus productrices de
méthanethiol. Cette aptitude à estérifier le
méthanethiol a déjà été signalée chez
quelques souches de microcoques et de
B linens (Cuer et al, 1979 a et b ; Jollivet et
al, 1992). Pour cette dernière espèce, le taux
de production du S-méthylthioacétate était
faible et variait entre 3 et 19 ug/L de milieu
de culture (Cuer et al, 1979b), soit 250 fois
moins que l'une de nos souches de B linens
(C 171) qui est certainement exceptionnelle
car la souche CNRZ 918 ne produit pas plus
que celle étudiée par Jollivet et al (1992).

Le point le plus original est l'aptitude à
produire des thioesters, notamment du S-
méthylthioacétate, chez d'autres bactéries
corynéformes fromagères, ce qui n'avait
jamais été signalé. Il ne s'agit pas de
B linens, ni même, pour la plupart, d'autres
Brevibacterium, d'après ce que nous savons
actuellement sur leur identité (résultats
encore non publiés).

Trois hypothèses peuvent expliquer
l'absence de production de méthylthioes-
ters par certaines des souches. Elles sont
incapables de former du méthanethiol
(tableau IV), ou n'en fabriquent pas suffi-
samment dans le milieu utilisé; les très
faibles concentrations en DMDS en sont la
preuve indirecte. Presque toutes les souches
qui produisent moins de 0,2 ppm de DMDS
ne donnent pas de méthylthioesters (tableaux
IV et V). La génération des résidus acyls
pourrait également être limitante, mais cette
hypothèse n'a pas encore été testée. De
même, le système enzymatique responsable
de la formation des thioesters, la « thiolal-
cool-acyl-transacylase » (Brady et Stadt-
man, 1954), peut être absente ou inefficace.
Enfin, la dernière hypothèse, avancée par
Cuer et al (1979b) concerne l'instabilité des
thioesters en solution. Ceux-ci pourraient
s'hydrolyser rapidement en pH alcalin. Cela
se vérifie pour les souches G 101, G 126,
C49,C70,C310,CI50,CI41 etsurtoutC67
mais pas pour C 171 et C6. Chez ces der-
nières, la production des thioesters doit être
plus rapide que leur dégradation.

Les autres thioesters détectés sont en
concentrations relativement faibles, sauf
pour certaines souches comme C6 et C 171
pour le S-éthylthiopentanoate (respective-
ment à 45 et 38 ug/L) et C93 pour le S-
hexylthiobutanoate (76 /lglL).

Cette famille chimique est très intéres-
sante car les thioesters renforcent énormé-
ment l'arôme fromagère, en apportant des
notes de choux fleur, d'ail, de ciboulette ou
de fruit avancé (Cuer et al, 1979c) et sont
caractéristiques des fromages à croûte lavée
(Dumont et al, 1974). Un travail sur leur
mode de formation est actuellement en cours
dans notre laboratoire (Lamberet et al,
1995).

Enfin, pour les autres composés soufrés
produits par ces souches, les voies de syn-
thèse sont encore obscures et l'importance
relative des voies chimique et enzymatique
n'est pas identifiée. Pourtant, compte tenu de
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leur odeur caractéristique (alliacé, sulfuré
et fromager), certains de ces composés, iden-
tifiés ou non, doivent aussi intervenir dans
l'arôme des cultures et dans celui des fro-
mages s'ils sont présents, comme cela a déjà
été avancé pour le OMOS et le OMS,

L'ensemble des connaissances concer-
nant le potentiel de production de composés
d'arôme, composés soufrés ou non chez des
bactéries fromagères les plus importantes
en dehors de B linens (Bloes et Bergère,
1994), doit permettre non seulement de
recourir à des levains d'affinage nouveaux
et spécifiques, mais également de maîtriser
leur production et leur emploi dans le fro-
mage ou dans des préparations particulières.
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