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L'effet de la nisine comparativement a celui du perhydrol
sur la prévention du gonflement butyrique
et sur la valeur nutritive
du fromage Edam

par

1. GONTZEA*, c. TOMA**, Z. BARDUTA*, E. MOLDOVAN**,
S. CALINESCU** et E. MAVROMATI**

L'utilisation des fourrages mal ensilés et des divers sous-produits
végétaux dans l'alimentation des vaches laitieres, modifie le nombre
des germes dans le lait, et surtout I'espece de la flore microbienne,
en faisant augmenter l'incidence des bactéries anaérobies sporulées
(Cl. butyricum, CI. Tyrobutyricum, CI. sporogenes, etc.). En étant capa-
bles de transformer I'acide lactique et l'acide acétique en acide buty-
rigue et en gaz (C02, H2) ces bactéries provoquent beaucoup de
difficultés aux fabriques de fromages a pate cuite et demi-cuite
(Emmental, Gouda, Edam, etc.) a cause de l'apparition de propriétés
organoleptiques  (odeur, godt), fort désagréables, accompagnées du
gonflement de ces produits, ce qui les rend impropres a la consomma-
tion.

Dans les échantillons d'Emmental, préparé a partir de lait obtenu
d'animaux fourragés exclusivement au foin, on a trouvé de nombreu-
ses bactéries butyriques sans en constater le gonflement ou la modi-
fication des qualités sensorielles. Certains chercheurs en ont déduit
que les fourrages ensilés, contiennent un facteur inconnu, ou bien une
biocénose spéciale qui favorise l'altération alors que d'autres consi-
dérent que celle-ci est provoquée seulement par la présence du
Cl. tyrobutyricum, les bactéries butyriques habituelles n'étant pas
nuisibles ou incomparablement moins nocives [7, 29, 48].

Bien qu'on elt généralisé la pratique du traitement thermique du
lait, a cause de la thermo-résistance des spores, la pasteurisation
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habituellement utilisée n'aboutit pas aux résultats technologiques
escomptés. Dans le but de prévenir le gonflement du fromage et ses
conséquences, on a eu recours a l'utilisation d'antiseptiques (nitrate,
perhydrol) ou bien a des souches bactériennes capables de modifier
I'équilibre écologique ou d'empécher, par certains de leurs métaboli-
tes, le développement de la flore anaérobie sporulée (par exemple le
streptocoque nisinogéne) ou bien encore a l'incorporation de certaines
substances bactériostatiques  naturelles, par exemple le blanc d'ceuf
ou le lysosyme isolé a partir de celui-ci [37].

Le nitrate de sodium admis dans certains pays d'Europe dans le
but de prévenir le gonflement des fromages a pate cuite ou demi-cuite
par son action bactériostatique, surtout aprés étre transformé en
nitrite (sous l'influence de la microflore réductrice du produit), peut
inhiber la prolifération des clostridium. Mais, le nitrite a le désavan-
tage de rendre inactive environ 12 p. 100 de la lysine et lorsque sa
concentration dépasse 15-20mg p. 100, le fromage peut provoquer des
troubles surtout chez les enfants et chez les personnes anémiques
[12,28,47].

Dans le cas du traitement du lait par le perhydrol 30-35p. 100 (en
proportion de 0,05-0,15p. 100), lI'oxygene dit « naissant )}détruit la
plupart des bactéries nuisibles. Vu que le perhydrol inactive une
partie des thioaminoacides et des vitamines sensibles a l'action de
I'oxygene (A, B2, C, E, etc.), afin de diminuer cet effet et d'éviter
l'action irritante pour la muqueuse gastrique, on a recours a la
décomposition du perhydrol rémanent (aprés 10-20 mn) en incor-
porant de la catalase supplémentaire a celle existante dans le lait.

Ce procédé a constitué l'objet d'un grand nombre de recherches,
mais les résultats ne sont pas concordants (7, 10, 21, 36, 38, 40,
42,4551].

Aprés avoir découvert (1933) parmi les bactéries lactiques cer-
taines souches de streptocoques capables d'inhiber le développement
des micro-organismes anaérobies sporogénes, et surtout apres avoir
isolé la nisine (1945-1947)qui exerce l'effet favorable, on a utilisé cette
substance afin de prévenir le gonflement tardif des fromages. En
tenant compte, d'une part, que le streptocoque générateur de nisine
est tres fréquemment trouvé dans le lait cru, dans les produits acido-
lactiques, dans les fromages, aussi bien que dans le pharynx et dans
les féces de I'hnomme ; d'autre part, que la nisine est une protéine
a petite molécule (environ 10000) et qu'elle est hydrolysée par les
sucs digestifs, on a conclu qu'elle n'est pas du tout nuisible et son
utilisation est admise dans beaucoup de pays (Angleterre, Australie,
Belgique, Tchécoslovaquie, France, Allemagne, lIsraél, Italie, Pologne,
U.S.A. etc.) sans limiter la concentration maximale. A l'appui de cette
conclusion viennent les résultats des recherches toxicologiques, qui
ont constaté que l'administration per os dune dose jusqu'a 1400
fois plus grande que celle trouvée dans 500 g de fromage obtenu a
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partir du lait traité a la nisine ne provoque aucun troube [11, 12,
20,22,24,46].

De nombreuses recherches ont confirmé la capacité de la nisine
d'inhiber les clostridium considérés comme la cause du gonflement
tardif des fromages, mais les résultats obtenus en pratique n'ont
pas été similaires. Le manque d'efficience est dd, d'une part au fait
gue la nisine freine aussi le développement de la flore lactique indis-
pensable a la prématuration au cours de laquelle se réalise I'acidifica-
tion nécessaire, d'autre part au fait qu'elle n'inhibe pas certaines
souches de streptocoques et les coliformes, qui sont capables d'élabo-
rer une enzyme (nisinase) qui peut la décomposer. Vu l'action de
ces bactéries, la concentration de la nisine dans le produit diminue,
de sorte qu'au bout de 30-45 j, elle représente seulement la moitié
de la valeur initiale. Puisque les colibacilles peuvent étre détruits
dans la plus grande partie par la pasteurisation, I'élimination du plus
important des inconvénients (l'inhibition de la flore lactique) a été
réalisée par l'obtention des bactéries lactiques nisinorésistantes, qui
permettent I'évolution normale du processus de la prématuration et
de la maturation des fromages préparés avec du lait ensemencé par
des souches nisinogénes ou traité par la nisine. Dans ce but on a
recommandé la dose de 40-50 Unités Reading par ml de lait et pour
la fabrication des fromages fondus certains chercheurs ont utilisé 100
et méme 200 U.R.jg [1,2,3,5,13,15,16,23,25,26,30,31,32,35,41).

En tenant compte d'une part de l'importance pratique de préve-
nir la fermentation butyrique dans les fromages a pate cuite et demi-
cuite, d'autre part du caractere contradictoire des résultats obtenus
jusqu'a présent et du manque d'une recherche comparative, nous
avons considéré utile de contrdler expérimentalement I'effet de la
nisine et celui du perhydrol, tant sur les propriétés organoleptiques,
physico-chimiques et microbiologiques des fromages type Edam, que
sur la valeur nutritive des produits obtenus par ces traitements.

1. - MATERIEL ET METHODE

Comme matiére premiere on a utilisé le lait de vaches, dont les
principales caractéristiques ont été:

- acidité.. . = 17,6 -19,00T

- substance séche.. N = 11,72 - 12,44 g p. 100
- protéines.. e e e e 340 - 3,87 gp. 100
- lipides .. .. .. .. . . . . = 380- 420gp. 100

Afin de saisir l'effet des deux substances (le perhydrol et la
nisine ), on a considéré nécessaire de préparer un échantillon témoin
a partir du lait non traité. Dans le but d'éviter que les différences
entre les lots soient déterminées par l'inégalité du nombre et surtout
de la nature des bactéries initiales, le lait utilisé pour la préparation
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des fromages a été d'abord pasteurisé (30 mn a 63°C) et puis ense-
mencé avec la méme quantité de spores (500-1000/ml environ), pro-
venant des cultures pures de CI. butyricum, CI. tyrobutyricum et CI.
sporogenes, isolées des fromages gonflés. Aprés avoir déterminé le
nombre des bactéries Coli et des spores butyriques, le lait a été divisé
en trois parties égales (200 | environ). Dans une de ces parties (N)
on a introduit la nisine dissoute dans HCI (0,025 N) a savoir 40 U.R.
par ml ; dans la deuxiéme (P) on a introduit du perhydrol a 35p. 100
(0,8 g par litre), qui, 10 mn apreés, a été décomposé par la catalase
incorporée (43 ml/1000 ml H202 utilisé) ; la troisieme partie a
constitué le témoin (T) non traité. Pour le lait traité par la nisine (N)
on a utilis¢ comme levain une flore lactique (0,7 p. 100) nisinorésis-
tante (jusqu'a la concentration maximale de 300 U.R./g), dont l'acidité
était de 83-99°T ; dans les autres échantillons, on a introduit des
cultures Hansen wusuelles (0,4 p. 100), dont l'acidité oscillait de
87a 116°T.

Les produits (17 senes de ces triplés) ont été préparés confor-
mément a la technologie habituelle pour la fabrication des fromages
d'Edam. Dans le but de voir l'effet des deux sortes de levain, dans
5 de ces fabrications on a mesuré l'acidité et le pH du fromage
1,8,20et 70 h aprés étre préparés. On y a déterminé le nombre des
spores et la concentration de la nisine aprés 10 et 45 j, et le 45" ]
on a vérifié certaines caractéristiques physico-chimiques (humidité,
pH, contenu en protéines, en lipides et en acides aminés libres), ainsi
que les propriétés organoleptiques des produits.

Pour connaitre le nombre des spores on a utilisé le milieu de
Hirsh-Grinsted (Reinforced-Clostridial-Medium*), et, en ce qui concer-
ne la quantité de nisine on I'a déterminée en suivant la sensibilit¢ de
la souche Str. cremoris IP, pour diverses dilutions dans un milieu
contenant du lait en poudre, durant 16-18h a 30°C, temps nécessaire
pour la coagulation de I'échantillon témoin. L'acidité, I'humidité, les
lipides et les protéines ont été déterminés par les procédés communs,
et les acides aminés libres (indicateurs de maturation) ont été mesurés
par chromatographie sur papier dans le fromage dégraissé [6, 14, 53].

Afin d'établir la valeur biologique des trois groupes de produits,
on a comparé leur efficience a promouvoir la croissance de ratons
apres le sevrage. Dans ce but on a utilisé des échantillons qui le 45<j
(depuis leur préparation) avaient des propriétés organoleptiques adé-
guates. Apres l'examen bactériologique et physico-chimique, les pro-
duits ont été inclus dans des régimes complets isocaloriques et iso-
protéiques (tab. 1). Du fait que le fromage constitue une importante
source de protéines animales et afin de faciliter I'observation de
I'effet d'éventuels changements dans la composition en acides aminés

* Produit américain (Milles), dont l'activité enzymatique est de 46,88U.K./ml.
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TABLEAU 1.- Composition du régime

Composants Quantité (g p. 100) Protéines (Q)
Fromage (T.N.P.) 32-36 8,75
(selon le contenu
en azote)

Amidon 58-62 0,50
Levure de biére séchée 25 1,28
Meélange salin (Osborne-Mendel) 15
Papier filtre 2,0

Total 100,0 10,53

dus au procédé technologique employé, le contenu en protéines des
régimes a été un peu réduit (10,53 g p. 100).

Les recherches ont été effectuées en trois séries ; les deux pre-
miéres comprenaient chacune 3 lots et la derniére, lorsqu'on a pour-
suivi l'effet de l'inclusion de nisine dans le régime (45 mg pour 100g),
comprenait seulement 2 lots. Au total on a utilisé 80 animaux compa-
rables au point de vue du sexe, de I'dge et du poids (45-509), chaque
raton d'un lot ayant son !émoin dans les autres lots. Les animaux
étaient placés dans des cages individuelles et la nourriture, fournie
en quantités égales. Pour connaitre la consommation réelle de chaque
animal, on a pesé les restes tous les jours. La période d'observation
a duré 1 mois, les ratons étant pesés aprés chaque décade. En
connaissant la quantité de nourriture ingérée, son contenu en protéine
et le gain pondéral, on a calculé l'indice de consommation (quantité
consommée pour un gain pondéral de 1 g) et l'efficience protéique
(gain pondéral pour chaque gramme de protéine consommeée).

II. - RESULTATS

A partir des données trouvées dans les mémes conditions et
phases du processus technologique pour chaque indicateur et chaque
produit étudié dans les 17 séries de fabrications, on a calculé les
valeurs moyennes avec leurs erreurs standard qui sont présentées
dans les tableaux ci-joints. En les interprétant, on n'a tenu compte
des différences entre les produits ou entre les diverses phases techno-
logiques que lorsqu'elles ont été garanties par les calculs statistiques
(test t) avec une certitude de minimum 95p. 100 (p < 0,05).

1) Evolution de I'état bactériologique

Les valeurs présentées dans le tableau 2 montrent qu'apres la
pasteurisation, le nombre total des germes aussi bien que le nombre
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des Coli se sont maintenus aux niveaux assez élevés ; toutefois, le
nombre des anaérobies sporulés avant l'inoculation des Clostridium
était relativement réduit.

Bien que la quantité des spores introduites aprés la pasteuri-
sation e(t été la méme (500-1000/ml), leur nombre a augmenté dans
tous les produits ; cependant le rythme de l'augmentation a varié
avec la nature du traitement et la phase de maturation. Aprés 10 j
et apres 1mois et demi, la prolifération la plus intense a été observée
dans le produit témoin (T) et la moindre, dans celui obtenu a partir
du lait traité au perhydrol et a la catalase, (P) le produit a la nisine
(N) occupant une position intermédiaire.

2) Evolution de l'acidité et du pH pendant les 3 premiers jours
aprés la séparation du caillot

Des données inscrites dans le tableau 3, on voit qu'au cours des
premieres 8 et méme 20 h, le pH du fromage préparé avec du .lait
traité par la nisine était plus élevé que celui du produit obtenu par
le procédé au perhydrol et a la catalase et surtout que celui du témoin
(p <0,05).

3) Variation de la concentration en nisine

Les valeurs présentées dans le tableau 4 montrent que pendant
la maturation le contenu du fromage en nisine a diminué continuelle-
ment. La concentration moyenne trouvée le 10:j a été de 32 p. 100
plus réduite que celle trouvée 20 h aprés la préparation du fromage.
Aprés 45 j, la nisine ne se trouvait plus en quantité dosable que dans
la moitié des échantillons examinés.

4) Caractéristiques physico-chimiques

Des résultats exposés dans les tableaux 5 et 6, on constate
gu'a l'exception de I'humidité, un peu plus élevée pour les échantillons
N mais non significativement (p = 0,11), aucune des autres pro-
priétés physico-chimiques étudiées n'a différé, ni dun produit a
l'autre, ni en fonction de l'intervalle (phase de maturation). Apres
45 j le contenu en quelques acides aminés libres dans les échantillons
de fromage N était significativement (p < 0,00l) plus élevé que dans
les autres. A la différence des échantillons T et P, on a trouvé des
guantités appréciables de tyrosine dans ceux préparés au lait avec la
nisine. Aprés 45 j, les différences entre les valeurs moyennes du
rapport de maturation ont été trés réduites (mais statistiguement
significatives) ; le rapport de décomposition dans les échantillons N
fut plus élevé que dans les autres, mais la différence n'était signifi-
cative au point de vue statistique (p < 0,05) que comparativement a
I'échantillon T. Ce fait montre une dégradation plus avancée des
protéines dans le fromage obtenu au lait traité avec la nisine et le
levain nisinorésistant.



TABLEAU 2

Nombre des bactéries du lait aprés la pasteurisation et aprés I'ensemencement avec spores et le nombre de ceux-ci

dans le fromage a divers intervalles

Produit

Nombre total/ml
Nombre 1

Symbole
d'échantillons Valeur ES
moyenne >
T 17 127.10' + 7,94.10
N 17 127.10' + 7,910
P 17 4,510 + 19,810
Signification Entre
des T-N p=0
différences T-P p<o001
N -P p <0001

! Coliforrnes/rnl

Valeur
moyenne
0,3.10'
0,3.10'
3,310.
Entre
T-N p
T-P p
N-P p

+

I+

E.S.

1,6.10'
1,6.10'

1,7.10'

0,07
0,07

Le nombre des bactéries dans le lait aprés la pasteurisation
et aprés l'introduction des spores

Sporogénes anaérobies/ml

Valeur
moyenne E.S.
10" + 0,38.10"
103 + 0,38.1()3
10" =+ 0,38.10"
Entre
T-N p=20
T-P p=0
N-P p=0



1
I
1
1
1
1

1

Significa tion
des
différences

17

17

17

Nombre de sporesjg dans le fromage apreés

10jours (a)

Valeur
moyenne i ES.
!
6,3.10" + 1,4.10"
5,5.10" + 1,3.10"
4,6.10" + 1,3.10"
Entre

T-N p >005

T-P p >005

N-P p > 0,05

45 jours (b)

Valeur
moyenne

63.10'

39.10'

9,9.10"

T
T
N

‘N

P

P

E.S.
+ 13.10"
+ 12.10"
+16.10"
Entre
p > 0,05
p < 0,01

p > 0,05

Signification
des
différences
entre
a-b

p < 0,001
p <0,05

P >0,05



TABLEAU 3

Variation du pH et de l'acidité dans I'étape précédant la maturation

Produit pH Acidité (acide lactique g p. 100)
Nombre P L Signification  des
A Valeur Signification des . Valeur Py
Symbole d gchan— moyenne E.S. différences i moyenne E.S. différences
tillons
Aprés 1h '
T 5 5,61 + 0,108 Entre T-N N 1,37 + 0094 Entre T-N p < 0,001
N 5 6,11 + 0,0224 » T-P N 0,72 =+ 0,039 » T-P p > 0,05
P 5 5,75 + 0,264 » P-N p > 0,05 1,19 + 0,215 » P-N p < 0,05
Aprés 8h
T 5 5,35 + 0,376 « T-N p = 0,07 1,76 + 0,106 o T-N p =011
N 5 5,63 + 0,13 . TP p > 0,05 1,32 + 0,158 v T-P N
P 5 5,25 + 0,044 » P-N p < 0,001 1,76 + 0,209 » P-N p > 0,05
Aprés 20 h
T 5 521 + 0,137 «  T-N p < 0,001 1,89 + 0,140 » T-N p = 0,05
N 5 5,46 + 0,10 > T-P p > 0,05 1,56 + 0,135 » T-P p=a
P 5 5,28 + 0,0346 > P-N p > 0,05 1,89 + 0,135 » PN p = 005
Aprés 70 h
T 5 5,22 =+ 0,0565 » T-N p > 0,05 1,99 + 0,050 »  T-N p > 0,05
N 5 5,30 + 0,096 » T-P p=0 1,69 + 0,160 » T-P p > 0,05
P 5 5,23 + 0,0565 »  P-N p > 0,05 2,01 + 0,050 > P-N p > 0,05



TABLEAU 4.- Lecontenu du fromage en nisine

Intervalle ! Contenu Signification
A1 Nombre
du prelever_nent de d'échantillons moyen E.S. ) ,des
I'échantillon U.R.jg différences
A (20 h) 14 175 + 9,33 Entre A et B p = 0,003
B (10 )) 14 119 + 8,66 » Aet Cp < D,DOI
C (45)) 14 9 + 4,58 » BetCp <0001



Symbole

o2 ouvZ2- vz o2 24 uvZz4

uvzZz4

Produit

Nombre
d'échantillons

17
17
17

17
17
17

17
17
17

17
17
17

17
17
17

17
17
17

(o2 e N )]

TABLEAU 5.- Caractéres physico-chimiques
Valeur ES.
moyenne

pH
15,49 + 0,074
5,35 =+ 0,077
5,32 =+ 0,056
Substance  séche (g p. 100)
57,52 ' =+ 1,08
57,37 =+ 0,85
60,11 ) =+ 0,57
Protéines dans la substance seche (g p. 100)
44,64 + 111
43,56 + 0,78
45,75 + 1,38
Lipides dans la substance séche (g p. 100)
47,01 +* 1,12
46,57 =+ 0,50
47,42 + 0,78
Chlorure de sodium (g p. 100)

2,17 =+ 0,068
2,58 =+ 0,30
2,18 =+ 0,05

Rapport de maturation

0,2318 =+ 0,000031
0,2391 =+ 0,000031
0,2438 =+ 0,000006
Rapport de décomposition

0,031 =+ 0,004
0,053 =+ 0,004
0,037 =+ 0,008

aprés 45 j

Entre

Signification

des

différences

T T T

T T T

T T T

T T T

T T T

VVV Al VVVvV

VVV

JAVAVAN

VVA

0,05
0,05
0,05

0,11
0,11

0,05
0,05
0,05

0,05
0,05
0,05

0,05

0,05

0,001

0,001
0,001

0,05
0,05
0,05




TABLEAU 6
Le contenu du fromage en quelques-uns des acides aminés libres aprés 45 j (mg dans 100 g d'extrait sec)

Produit
Signification
Contenu E.S. '9 I(;es :
Nombre moyen différences
Symbole d'échantillons
Lysine =+ Histidine 4 Asparagine

T 13 377 + 787 Entre T-N p < 0,05
N 13 841 + 15,80 » T-P p =005
P 13 393 =+ 10,60 P-N p < 0,05

Valine + Méthionine
T 13 169 + 7,30 T-N p < 0,001
N 13 257 + 12,49 » T-P p > 0,05
P 13 178 + 5,00 P-N p < 0,001

Leucine + Isoleucine
T 13 211 + 7,80 T-N p < 0,001
N 13 352 + 1597 » T-P p <0001
P 13 313 + 15,62 P-N p > 0,05

Thréonine + Acide glutamique + Alanine
T 13 245 + 7,14 » T-N p < 0,001
N 13 599 + 27,96 T-P p <0001
P 13 333 =+ 10,05 P-N p < 0,001
Praline

T 13 98 + 2,01 T-N p = 0,001
N 13 122 + 4,58 T-P p = 0,03
P 13 109 + 2,82 P-N p < 0,05

Arginine 4 Glycine
T 13 212 + 8,30 T-N p < 0,001
N 13 336 + 15,40 » T-P p >005
P 13 189 + 8,00 P-N p < 0,001

Tyrosine

T 13 0 + T-N  p < 0,001
N 13 313 + 7,70 T-P p =013
P 13 11,80 + 7,70 » PN p < 0,001
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5) Propriétés organoleptiques

Au bout de 45 ) environ la moitié des échantillons T ou N n'ont
pas obtenu le pointage minimum et les autres ont été de deuxiéme
qualité. A l'opposé, tous les échantillons P ont été de premiére
qualité (fig. 1).

fig. 1
Aspect des 3 échantillons de fromages de la méme série (14' de fabrication).

(T = témoin; N = fromage obtenu au lait avec nisine et P = fromage préparé au
lait trait¢ au perhydrol et a la catalase)

6) Valeur nutritive des produits

Puisque les données individuelles des deux senes d'expériences
ont été trées semblables et les recherches effectuées sur des animaux
du méme age et sexe durant des périodes égales, les valeurs moyennes
et leurs erreurs standard ont été calculées aprés les avoir totalisées,
pour chaque indicateur et pour chaque produit.

En comparant les résultats inscrits dans le tableau 7 et en ne
retenant que ceux dont les différences sont garanties par le calcul
statistique, on constate que l'efficience nutritionnelle du fromage N
a été significativement plus élevée que celle des autres. Durant 1 mois,
les ratons maintenus au régime N ont gagné en poids 11,6 p. 100 de
plus que les animaux nourris au régime T et 13,6 p. 100 de plus que
ceux maintenus au fromage P (p 0,05). Pour gagner 1 g de poids les
ratons recevant le fromage N ont consommé 14,2 p. 100 moins de
nourriture que ceux maintenus au fromage T et 19,3p. 100 moins que
les ratons recevant le régime au fromage P (p 0,001). L'efficience
protéique du régime N a été respectivement de 5 p. 100 et 11 p. 100
plus élevée qu'avec les régimes Tet P (p 0,001).



TABLEAU 7

Efficience nutritionnelle du fromage prépare a partir du lait traité avec nisine (N) ou perhydrol et catalase (P),
comparativement & celui obtenu du lait non traité (T)

Nombre Fromage Gain Indice de i “
Lot d'animaux (mode de préparation) pondéral consommation Efficience protéique
T 20 Lait non traité 112+ 2,2 3,44+ 0,04 2,83+ 0,04
P 20 Lait traité¢ au perhydrol 110+ 4,4 3,60+ 0,05 2,71+ 0,04
et catalase
N 20 Lait traité avec nisine 125+ 4,1 3,01+ 0,04 3,01+ 0,04

Signification des différences

Entre T-P N N p < 0,05
»  T-N p < 0,05 p < 0,001 p < 0,001
s P-N p < 005 p < 0,001 p < 0,001
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. - DISCUSSION

En essayant d'intégrer les données obtenues séparément pour
chaque indicateur dans un systéeme corrélatif plus complet, un pre-
mier fait évident concerne le retard de l'acidification au cours des
20 premieres heures dans le fromage N par rapport aux deux autres.
Partiellement, le retard pourrait é&tre attribué au levain utilisé pour
les fromages T et P, qui a été plus acide que celui résistant a la nisine
(87-116°T vis-a-vis de 83-99°T). Toutefois, en tenant compte des
guantités incorporées (0,4 vis-a-vis de 0,7 p. 100), il est moins probable
que les différences dans I'évolution initiale du pH soient dues aux
différences de l'acidité des levains. Vu que les bactéries nisinogenes
et la nisine inhibent les « starters )}lactobacilles qui produisent les
fermentations  lactiques des stades initiaux de prématuration des
fromages, il parait plus plausible, bien qu'on elt utilisé le levain
résistant a la nisine, que la présence de cet antibiotique (175 U.R.jg
20 h apres la séparation du caillot) a freiné le début de la prolifération
ou l'efficience de son action fermentative ; cependant, aprés 70 h
de contact avec la nisine, soit que la concentration de celle-ci ait
diminué ou que la tolérance des micro-organismes lactiques ait
augmenté, les différences avaient disparu. La résistance des bactéries
lactiques envers la nisine étant limitée (seulement jusqu'a 300 U.R./g),
la concentration de cet antibiotique dans le lait n'a pu dépasser
40 U.R./ml ; mais dans le fromage, 20 h aprés la séparation du
caillot, on n'a trouvé que 175 U.R.jg, le reste s'éliminant avec le
petit-lait [31].

Quoique initialement le nombre des spores des Clostridium eQt
été identique, son augmentation durant la maturation a varié dans de
larges limites d'un produit a l'autre. Alors que pour les échantillons
P le nombre des spores dans l'intervalle de 10a 45j n'a augmenté que
2 fois, dans le cas des échantillons T la quantité des spores dans le
méme laps de temps a augmenté de 10 fois et pour les échantillons N
de 6 fois.

Si lI'on tient compte que la nisine n'inactive pas les spores, mais
seulement les formes végétatives des bactéries anaérobies et que la
concentration de la nisine a été méme deés le 10: j significativement
(p = 0,003) plus réduite que la quantité initiale et qu'aprés 45 j
cette substance n'a plus été trouvée que dans la moitié des échantil-
lons examinés, l'augmentation du nombre des spores peut étre attri-
buée a la disparition de l'antibiotique et a la prolifération compensa-
trice des bactéries anaérobies en l'absence de I'effet inhibiteur exercé
par celui-ci.

La concentration de la nisine dans le fromage 20 h aprés la sépa-
ration du caillot était de 175U.R.jg, toutefois on a constate le gonfle-
ment dans 50 p. 100 des échantillons examinés, ce qui concorde plus
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ou moins avec les résultats publiés par d'autres auteurs. Dans des
recherches sur des fromages fondus on a constaté que méme la dose
de 200-250U.R./g n'empéchait pas completement I'altération; dans
le cas d'un ensemencement avec des spores du CI. butyricum et CI.
tyrobutyricum (600-1000/g), la dose de 100 U.R.jg ne prévenait pas
la fermentation butyrique et le gonflement, mais celle de 150 U.R./g
réduisait de 50 p. 100 I'incidence de ce défaut dans les produits main-
tenus a 16-18°C et faisait obstacle a son apparition durant 3 mois
a 8-10°C. D'autre part, la dose de 180-200 U.R.jg prévenait durant
2-4 semaines le gonflement des produits maintenus a 18-27°C, tandis
gue dans les échantillons témoins le défaut apparaissait au cours des
5 premiers jours. La dose de 200 U.R./g ou plus grande, en inhibant
méme les bactéries lactiques nisinorésistantes, a empiré les pro-
priétés organoleptiques du produit et les doses tres réduites (20-50
U.R./g) n'ont pas empéché la fermentation butyrique, et quelquefois
au contraire, elles ont méme stimulé son apparition [16, 19,35,52].

Le contenu bien plus élevé des acides aminés libres et I'apparition
de la tyrosine dans le fromage N 45 j aprés préparation, pourraient
étre interprétés en admettant que le processus de maturation évolue
plus rapidement en présence de nisine qu'en son absence. En tenant
compte de la croissance continue du nombre des spores anaérobies
et de I'évolution des qualités organoleptiques du produit, il est plus
probable que la différence concernant le contenu en acides aminés
libres est due aux modifications dans I'équilibre bactérien provoquées
par la présence de nisine dans la premiére phase de maturation.

L'interprétation  des dissemblances constatées dans la valeur
nutritive des produits et surtout leur intégration dans le cadre des
modifications survenues dans I'évolution du nombre des spores, de
la concentration de la nisine et des qualités organoleptiques, est dif-
ficile. Comme le facteur limitant de la valeur nutritive de la caséine
est représenté par les thioaminoacides, l'infériorité nutritionnelle du
fromage P peut étre attribuée a la réduction de son contenu en ces
acides aminés et en certaines vitamines (A, B2, C, E) constatée par
d'autres chercheurs [33, 34,50].

La supériorité nutritionnelle du fromage N, trouvée a méme
ampleur dans deux séries d'expériences, ne peut étre mise en doute.
Le fait que dans les échantillons testés on n'ait pu doser la nisine
montre que l'effet trophodynamique de celle-ci s'est exercé, non par
son action directe sur l'organisme animal, mais par l'intermédiaire du
produit traité, en le rendant plus facilement utilisable (au point de
vue digestif), ou bien en favorisant le développement de certaines
bactéries capables d'enrichir le produit en quelques-unes des tro-
phines. Mais, comme le régime comprenait toutes les substances
nutritives nécessaires a la croissance des ratons en quantités large-
ment suffisantes, cette derniére interprétation est plus difficile a
soutenir.



TABLEAU 8

Effet de l'incorporation de 45mg de nisine pour 100g de régime isonitrique
(aprés 30j)

Poids du corps

Nombre
Lot d'animaux
initial final
Témoin (T) 10 45 132+ 4
Nisine (N) 10 45 157+ 6

Signification des différences p = 0,001

contenant du

Gain
pondéral

87x 4

112+ 7

p = 0,001

fromage obtenu a partir

Indice de
consommation

3,76 = 0,06

3,50+ 0,07

p = 0,003

du lait non traité

Efficience
protéique

2,52+ 0,04

2,73% 0,06

p = 0,03

oN



MEMOIRES ORIGINAUX 57

Les données consignées dans le tableau 8 montrent que la pré-
sence de nisine augmente significativement la valeur nutritive du
régime lorsqu'elle lui est directement incorporée (45 mg pour 100 g
de régime). La composition du régime et son contenu en azote étant
identiques (quantitativement et qualitativement), cet avantage nutri-
tionnel ne peut étre attribué qu'a la présence de l'antibiotique. La
consommation de nourriture étant de 8-12g par jour, cela signifie que
la dose de nisine ingérée journellement était de 4 a 6 mg, ce qui
revient & 90-120mg par kg corporel. Dans des recherches concernant
l'effet exercé par les additifs alimentaires sur la santé, on a constaté
que des doses de 2-4 mg de nisine par kg corps administrée per os,
aussi bien que des teneurs de 40 a 400 mg par kg de nourriture aug-
mentent significativement le gain pondéral des souris [22].

Du fait qu'aprés administration per os, la nisine est décomposée

dans le tube digestif des monogastriques, il est peu probable que
l'avantage nutritionnel soit réalisé directement par une action bio-
stimulatrice similaire a celle exercée par certains antibiotiques. 1l est

plus plausible que, par son action sur certaines bactéries, la nisine
modifie I'équilibre de la microflore intestinale dans un sens favorable
pour l'organisme hote.

Lorsqu'on évalue l'efficience d'un additif chimique a un produit
laitier, il faut tenir compte non seulement de sa capacité de prévenir
l'altération (les modifications désagréables des qualités organolepti-
ques) sans diminuer la valeur nutritive de la matiere premiéere, mais
aussi de son innocuité et de la mesure dans laquelle son utilisation
concourt a neutraliser n'importe quel risque de maladie par un agent
infectieux existant dans le lait. La nisine est une protéine a toxicité
tres réduite et dans le tractus digestif elle est hydrolysée sans déter-
miner des troubles allergiques. Le perhydrol est utilisé en quantité
réduite, il est décomposé sous l'influence de la catalase du lait,
et l'on peut l'inactiver complétement par adjonction de catalase
cristallisée. Dans les concentrations employées, ces substances ne
semblent donc pas nuisibles.

En ce qui concerne leur capacité de rendre inactifs les micro-
organismes pathogénes pour I'homme, nos recherches n'abordent pas
cet aspect. Toutefois en se basant sur la littérature, on peut affirmer
que ces substances ne réprésentent pas des moyens pour prévenir ce
risque. On a établi que l'action antibiotique de la nisine pour les
bactéries pathogenes est trés réduite, et que le perhydrol ne détruit
ces micro-organismes (surtout Myco. tuberculosis) que pour des con-
centrations de 10 a 15 fois plus élevées que celles utilisées pour pré-
venir les modifications déterminées par la microflore saprophyte. De
ce fait, ces substances ne peuvent se substituer a la pasteurisation,
mais associées avec celle-ci, elles peuvent corriger presque entierement
le manque relatif d'efficience de la pasteurisation basse [4, 9, 27,
42,44].
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IV. - CONCLUSIONS

Le traitement au perhydrol 35 p. 100 (0,08 ml p. 100) et catalase
(200 U.K.j100 ml H202) du lait ensemencé apres la pasteurisation
basse avec 500-1000spores de Clostridium  (butyricum, tyrobutyricum
et sporogenes) a freiné la prolifération de ces bactéries et prévenu la
fermentation  butyriqgue et le gonflement tardif du fromage type
Edam d'une maniere significativement plus efficace que l'incorpora-
tion de nisine (40 U.R.jml) et l'utilisation du levain nisinorésistant.

- La valeur nutritionnelle du fromage préparé a partir du lait
traité par la nisine s'avere nettement plus élevée (p < 0,05) que
celle du fromage obtenu du lait non traité et surtout que celle du
lait traité au perhydrol et catalase, dont la valeur nutritive est la
plus réduite (p < 0,001). Bien que ce procédé soit le plus convenable
en ce qui concerne la prévention du gonflement tardif, il est seule-
ment a employer lorsque les exigences hygiénico-bactériologiques et
la pasteurisation efficientes ne peuvent étre assurées.

Résumé

En utilisant des échantillons de 200 | de lait pasteurisé (durant
30 mn a 63°C) auquel - aprées examen bactériologique - on a incor-
poré la méme quantité de spores (500-1000jml), provenant des cultu-
res pures de Clostridium (butyricum, tyrobutyricum et sporogenes)
isolés des fromages gonflés, on a préparé (par le procédé habituel) 17
séries, a 3 lots égaux de fromage d'Edam. Dans chaque série, un lot
(N) était obtenu du lait auquel on avait incorporé de la nisine
(40 U.R.jml) et du levain nisinorésistant (jusqu'a la concentration
maxima de 300 U.R.jg) ; le deuxieme lot (P) provenant du lait traité
au perhydrol 35p. 100 (0,8 par 1)et 10 mn apres avec de la catalase
(2000 U.K.j1000 ml H202)et le troisieme lot (T) du lait non traité.
Pour les deux derniers lots, le levain a été représenté par des cultures
Hansen habituelles.

Les premieres 70 h on a suivi l'acidité et le pH du fromage et
aprés 10 et 45 on a déterminé le nombre des spores dans les pro-
duits et le contenu en nisine. Le 45"j on a évalué quelques-unes des
caractéristiques  physico-chimiques, les propriétés organoleptiques et
on a prélevé des échantillons pour tester la valeur biologique des 3
produits, ce qu'on a fait sur 3 lots de 20 ratons chacun, ayant le
méme age et le méme poids. Aprés le sevrage, les animaux ont été
maintenus et nourris dans des cages individuelles durant 30 j avec
des régimes complets, isocaloriques et isoprotéiques (10,53 g p. 100),
dont le matériel azoté provenait des fromages N, P ou T. Dans une
autre série d'expériences sur 2 lots comparables de 10 ratons chacun,
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on a testé leffet du régime au fromage T supplémenté par la
nisine (45 mg p. 100). Journellement on a enregistré la consommation
du régime et hebdomadairement le poids corporel.

Les premieres 8-20h le pH du fromage N a été plus élevé que
celui des produits P et T. Entre le 10e et le 45€j, le nombre des
spores dans le fromage T a augmenté la fois, dans le fromage N
6 fois et dans le fromage P seulement 2 fois. Le contenu en nisine
du fromage N a diminué de 175 U.R./g (valeur trouvée 20 h aprés
la séparation du caillot), a 119 U.R./g le IDej et a 9 U.R.jg apres
45 j (dans 50 p. 100 des échantillons, I'antibiotique étant pratiguement
absent). Aprés 15 mois, la moitié des échantillons des fromages
N et T n'ont pas obtenu le pointage minimum a l'examen organolep-
tique, tandis que les échantillons du fromage P ont été de premiere
qualité. A I'exception du contenu en acides aminés libres et surtout
en tyrosine, plus élevé dans les échantillons N que dans les autres
(p < 0,001), aucune des autres caractéristiques physico-chimiques n'a
été significativement différente d'un produit a l'autre. Le rapport de
maturation, aussi bien que celui de décomposition ont été plus élevés
dans les échantillons N que dans les autres (p < 0,05). L'efficacité
nutritionnelle  du fromage N a été significativement (p < 0,05) plus
élevée que celle de I'échantillon témoin et surtout que celle du fro-
mage P, dont la valeur nutritive a été la plus réduite. L'incorporation
de la nisine au fromage T a significativement augmenté sa valeur
nutritive. Les différences sont interprétées d'une maniére corrélative,
et on conclut que le perhydrol prévient le gonflement nettement
mieux que la nisine, mais, du fait qu'il diminue la valeur nutritive du
produit, il est indiqué seulement lorsque les exigences hygiénico-
bactériologiques et la pasteurisation efficiente ne peuvent étre
garanties.
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