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Contribution a I'étude des aptitudes biochimiques

de levures isolées du fromage de camembert

1. ESSAIS PRELIMINAIRES

par

J. L. SCHMINT, Christine GRAFFARD et J. LENOIR

(avec la collaboration technique de Michéle scrmioT)

Laboratoire de Recherches de la Chaire de Technologie (I.N.R.A.)
Institut National Agronomique Paris-Grignon - Centre de Grignon
78850 Thiverval-Grignon

INTRODUCTION

De nombreuses especes de levures ont été identifiées dans diffé-
rents types de fromages, les bleus (Kanauchi et al., 1962),le Saint-Paulin
(Ducastelle et Lenoir, 1965), le Roquefort (Devoyod et Sponem, 1970),
le Saint-Nectaire (Dale, 1972 ; Vergeade, 1975),le Cantal (Millet et al.,
1974). Une étude récente, effectuée sur des fromages de Camembert
d'origine normande, nous a permis de mettre en évidence la diversité
de cette flore et d'apprécier la variabilit¢ de l'importance relative des
différentes espéces selon les fabrications (Schmidt et Lenoir, 1978).
On sait également que les levures sont présentes a tous les stades
de I'élaboration du fromage et qu'elles se développent activement,
surtout en surface, au cours des 10 premiers jours de maturation.
Ces microorganismes peuvent donc participer aux ,transformations
qui s'operent au cours de l'affinage; ils peuvent notamment produire
des enzymes capables de dégrader les constituants du caillé et per-
mettre ainsi une modification de la texture de la pate et le dévelop-
pement de la saveur et de l'ardbme (Kosikowski et Mocquot, 1958 ;
Jacquet et Lenoir, 1969).

La transformation du lactose par les levures peut s'effectuer au
cours de l'égouttage et pendant les premiers jours de ,la maturation.
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Le gaz carbonique formé est a l'origine des petites ouvertures au
sein du caillé. Celles-ci peuvent étre utiles ; ainsi, dans le Roquefort,
elles favorisent Il'implantation de Penicillium  roquetorti(Devoyod et
Sponern, 1970). En revanche, si la production de gaz est trop impor-
tante, l'ouverture devient exagérée et, a la limite, elle correspond a
un accident de gonflement précoce (Galesloot, 1947). Dans le fromage
de Roquefort, ce type d'accident est peu fréquent; il semble en effet,
que <ledéveloppement des levures se trouve limité par l'intervention
de divers facteurs physico-chimiques ou microbiens de telle sorte
qgue la production de gaz carbonique reste assez faible (Devoyod et
Sponern, 1970).

Les levures peuvent aussi transformer les produits de dégrada-
tion du lactose. Ainsi, les souches de Hansenula anomala, Pichia
membranejaciens et Debaryomyces  subglobosus, qui se développent a
la surface du fromage de Roquefort (Devoyod et Sponem, 1970), sont
capables de consommer, par voie oxydative, l'acide lactique et de
provoquer une augmentation du pH qui permettra la croissance des
bactéries acido-sensibles. Une telle action désacidifiante se produit
également a la surface des fromages a pate molle et & cro(te lavée
des types Limbourg (Kelly, 1937) et Brick (Langhus et al., 1945).

Les levures peuvent participer a la dégradation des lipides par
production de lipases. Sur vingt souches de levures appartenant a
huit especes différentes (Torulopsis  sphaerica, T. pinus, T. dattila,
T. holmii, T. candida, Candida mycoderma, Debaryomyces kloeckeri,
Rhodotorula  mucilaginosa)  isolées de fromages de Taleggio, Carini et
Volonterio (1969) ont relevé une activité lipolytique intracellulaire
maximale a pH 8,0 et a 15°C. Carini et Lodi (1975) ont confirmé
cette activité en montrant que des levures des genres Candida, Toru-
lopsis, Debaryomyces, Crytococcus, isolées de divers fromages ita-
liens, étaient capables de libérer des acides gras volatils et non volatils,
qui peuvent jouer un rdle important dans la formation de la saveur
et de l'arébme.

Hosono et Tokita (1970) ont isolé a partir d'un fromage de Lim-
bourg les espéces Candida mycoderma et Debaryomyces kloeckeri.
L'une et l'autre possédent une activité lipasique de pH optimal 4,5,
Candida mycoderma libérant plus d'acide laurique et d'acide myris-
tigue mais moins d'acide stéarique que Debaryomyces kloeckeri.
Parmi les levures, Candida lipolytica est généralement reconnue
comme l'espéce dotée de l'activité lipolytique la plus importante.
Ajoutée au levain du fromage de Cheddar, elle permettrait de réduire
la durée de l'affinage et de libérer des produits aromatiques favo-
rables a la qualité du fromage (Forss, 1969).On peut cependant noter
que, dans une étude récente, Alifax (1978) a mis en évidence, chez
Trichosporum cutaneum,  une activité lipolytique au moins aussi
importante que chez C. lipolytica.

Les levures ne sont pas non plus sans action sur les protéines.
Szumski et Cone (1962) ont observé chez des levures des genres
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Trichosporon et Debaryomyces, isolées de fromages de type Trap-
piste, un pouvoir protéolytique important. Ces microorganismes pro-
duisent des protéases endocellulaires actives sur la caséine de pH
optimal 5,8. Ducastelle et Lenoir (1969) ont également mis en évi-
dence des protéases endocellulaires chez deux souches de Kluyvero-
myces et une souche de Candida isolées a partir du fromage de Saint-
Paulin, les pH optimaux d'activité étant 6,3 pour Candida et 7,5 pour
Kluyveromyces. Carini et Cabrini(1975) ont étudié Il'activité caséoly-
tique de cent vingt souches de levures isolées a partir du lait et de
différents fromages ; plus de la moitié des souches posséde des pro-
téasesendocelJulaires et une seule souche posseéde une protéase
exocellulaire. Tsugoet Chang (1970) ont utilisé comme levain, en asso-
ciation avec les bactéries lactiques, vingt souches de levures pour la
fabrication de fromages a pate pressée. Les espéces Kluyveromyces
fragilis et Candida pseudotropicalis se sont révélées étre les plus
protéolytiques. Les souches de Kluyveromyces fragilis donnent les
meilleurs résultats en fabrication et, aprés 3 semaines d'affinage, les
fromages ensemencés avec cette levure contiennent davantage d'acides
aminés libres que les fromages témoins. L'espece semble produire trois
protéases. Les protéases 1 et Il ont une activité optimale a pH 9 mais
elles gardent encore plus de 50p. 100 de cette activité au pH des
pates fromageres (5,5-6,5); la protéase 111 a son activité optimale a
pH 3 et elle conserve plus de 70p. 100 de ses capacités d'action au
pH du fromage.

Par ces diverses actions, les levures doivent participer a la forma-
tion de composants d'ardbme et par la, au développement des qua-
lités organoleptiques des fromages.

Chang et Tsugo (1972) ont constaté que la présence de Kluyvero-
myces fragilis dans les fromages a pate pressée augmente la produc-
tion de composants volatils neutres, particulierement éthanol, alcool
isoamylique et acétate d'éthyle, qui sont considérés comme. contri-
buant a la flaveur caractéristique de ces types de fromages. Devoyod
et Sponem (1970) ont remarqué que lleslevures fermentant le lactose
produisent, outre I'éthanol, de I'acétaldéhyde et des esters d'acides
gras, qui concourent au développement de l'ardbme du fromage de
Roquefort.

Le r6le des levures dans l'affinage de certains fromages parait
donc étre complexe et significatif. Il pourrait I'étre particulierement
dans le cas du fromage de Camembert. Aussi, tenant compte de la
diversité de la flore et des variations possibles de I'équipement enzy-
matique d'une ‘'espéce a l'autre, voire d'une souche a l'autre, nous
a-t-il paru intéressant de procéder a une étude systématique des apti-
tudes biochimiques de différentes souches de levures isolées a partir
de ce type de fromage. Dans une premiére approche il a été procédé
a un essai d'identification des enzymes et a une estimation de leur
niveau d'activité par la mise en ceuvre d'une technique permettant
une discrimination rapide.
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PROTOCOLE EXPERIMENTAL

1. Souchesde levures étudiées (tab. 1)

Quatre vingt six souches appartenant a treize espéces ont été
étudiées. Ces souches proviennent de trois fabrications différentes de
fromage de Camembert (Schmidt et Lenoir, 1978).

Le nombre de souches retenues pour chaque espéce tient compte
de son importance relative au sein de la flore levure du fromage.

Chaque souche est ensemencée sur une gélose « mycophil »
Meérieux (Glucose, la g ; Phytone, la g ; Gélose, 16 g ; Eau distillée,
g.s.p. 1000 ml ; pH 7,0).

TABLEAU 1

Liste des souches éprouvées avec le systtme APl ZYM

Espéces Nombre de souches
Kluyveromyces lactis 15
Torulopsis sphaerica 14
Kluyveromyces [ragilis 16
Candida pseudotropicalis 8
Debaryomyces hansenii 10

Torulopsis candida

Saccharomyces cerevisiae 10
Torulopsis versatilis 4
Candida sake 2

Saccharomyces italicus
Pichia bovis
Saccharomyces rouxii

Torulopsis mogii 3
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2. Méthode « d'analyse enzymatique » : le systeme API ZYM*

2.1. DESCRIPTION

Le systtme APl ZYM est une microméthode semi-quantitative de
recherche d'activités enzymatiques applicable a divers milieux, tissus,
cellules, liquides biologiques, micro-organismes ... (Laviolette, 1977).

Le dispositif se présente sous la forme d'une galerie de vingt
micro-cuves ou cupules de 9 mm de diamétre et 3 mm de hauteur
dont le fond est constitué d'un support spécialement préparé conte-
nant le substrat approprié en solution tamponnée (Tris-rnaléate 0,05 M
pour pH 5,4 ; Tris-HCI 0,05 M pour pH 7,5 et 8,5). Les fibres du
support assurent une répartition homogéne des molécules insolubles
ou peu solubles en milieu aqueux.

L'activité enzymatique est décelée par le développement d'une
coloration.

La miniaturisation et la simplicit¢ du dispositif permettent d'ef-
fectuer de nombreux tests en un temps court et il est possible d'étu-
dier un nombre important de souches.

Aucune précaution d'aseptie n'est nécessaire car le temps d'incu-
bation est limité et la charge en cellules microbiennes, inoculées par
cupule, doit étre importante.

La galerie utilisée permet la recherche de dix-neuf systemes enzy-
matiques (tab. 2).

2.2. MODE OPERATOIRE

Une suspension de cellules de chaque souche, de densité optique
5-6 de I'échelle de Mc Farland**, est répartie a la pipette Pasteur,
a raison de deux gouttes de suspension par cupule. Chaque galerie a
été préalablement placée dans une bofte d'incubation contenant envi-
ron 5 ml d'eau pour empécher la déshydratation a I'étuve. Les boites
fermées sont mises a incuber 6 h a 37°C.

Les essais préliminaires ont montré que les meilleurs résultats
étaient obtenus avec des suspensions microbiennes dans l'eau distillée.

Le choc osmotique, lors de la mise en suspension, pourrait pro-
voquer une libération des enzymes et les mettre au contact des réac-
tifs, (Monget, 1975).

En fin d'incubation, sont introduites, dans chaque cupule, a I'abri
de la lumiere directe, une goutte de réactif A (Tris hydroxyméthyl
aminométhane, 250 g ; Acide chlorhydrique 37 p. 100, 110 ml ; Lauryl
sulfate, 100 g ; Eau distillée, g.s.p. 1000 ml ; pH 7,6-7,8) puis une
goutte de réactif B (Fast Blue B.B. Sigma, 3,5 g ; 2-Méthoxy éthanol,
g.s.p. 1000 ml). Ces réactifs aménent le pH a 7,8 et libérent du sup-

* APl System: La Balme-les-Grottes - 38390 Montalieu-Vercieu  (France).
** of p. 147et 148.



Témoin
2 Phosphatase alcaline
3 Estérase (C4)
4 Estérase Lipase (C8)
5 Lipase (C14)
6 Leucine aminopeptidase
7 Valine aminopeptidase
8 Cystine aminopeptidase
9 Trypsine
10 Chymotrypsine
11 Phosphatase acide
12 Phosphoamidase
13 @ galactosidase
14 ~ galactosidase
15 ~glucuronidase
16 a glucosidase
17 ~glucosidase
18 ~ glucosaminidase
19 a mannosidase
20 o. fucosidase
port le produit de la réaction
solubilisent
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TABLEAU 2. -

Enzyme recherchée

La galerie API ZYM

Substrat

2-naphtyl phosphate (pH: 8,5)
2-naphtyl butyrate

2-naphtyl caprylate

2-naphtyl myristate
L-Leucyl-2-naphtylamide
L-valyl-2-naphtylamide
L-cystyl-2-naphtylamide
N-benzoyl-DL-arginine-2-naphtylamide
N-benzoyl-DL-phenyl-alanine-2-
naphtylamide

2-naphtyl phosphate (pH: 5,4)
Naphtol-AS- Bl -phosphodiamide
6-Br-2-naphtyl-aD-galactopyranoside
2-naphtyl-~D-galactopyranoside
Naphtol-AS- Bl -~D-glucuronate
2-naphtyl-aD-glucopyranoside
6-Br-2-naphtyl-~D-glucopyranoside
I-naph tyl-N-acetyl-6ff-glucosaminide
6-Br-2-naphtyl-aD-mannopyranoside
2-napthyl-alL-fucopyranoside

(naphtol ou dérivé) ; en outre, ils
le complexe azoique et renforcent les colorations.

Les colorations sont laissées se développer pendant 5 mn, puis les
galeries sont exposées pendant environ 10 s au rayonnement d'une

lampe trés puissante,

(1 000 watts) pour éliminer I'excés de Fast Blue

B.B. qui n'a pas réagi et rendre ainsi les réactions négatives incolores.
Les lectures sont effectuées a l'aide de la gamme de coloration

API et les résultats

tensité maximale).

notés de O (réaction négative) a 5 (réaction d'in-

2.3. REPRODUCTIBILITE DES RESULTATS

Des essais de reproductibilité

ont été réalisés a partir de plusieurs

subcultures de souches de levures d'espéces différentes, ces cultures
étant chacune éprouvée sur galerie APl ZYM. Dans tous les cas, la

reproductibilité

Préparation

des résultats

s'est avérée satisfaisante

(tab. 3).

de I'échelle étalon de Mc Farland

L'échelle de Mc Farland est préparée en introduisant différentes
de chlorure de baryum a 1p. 100 et d'acide sulfurique a

guantités
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TABLEAU 3

Reproductibilité des résultats (résultats notés de 0 a 5)

Notes moyennes

Enzyme recherchée et intervalles de variation

Témoin 0
2 Phosphata se alcaline 4 (4-4)
3 Estérase (C4) 5
4 Estérase Lipase (C8) 3,8 (3-4)
5 Lipase (C14) 0
6 Leucine aminopeptidase 5
7 Valine aminopeptidase 2,8 (2-3)
8 Cystine aminopeptidase 1,2 (1- 2)
9 Trypsine 0
10 Chymotrypsine 0
11 Phosphata se acide 5
12 Phosphoamidase 3,7 (3-4)
13 a galactosidase 0
14 13 galactosidase 5
15 13 glucuronidase 0
16 a glucosidase 0
17 13 glucosidase 2,75 (1,5-3)
18 13 glucosaminidase 0
19 a mannosidase, 0
20 a fucosidase 0

1p. 100dans la tubes a essai de diamétre uniforme. Le tube 1 recoit
0,1 ml de la solution de chlorure de baryum, le tube n- 2, 0,2 mL.,
le tube n>la, 1 ml. Le volume, dans chaque tube, est amené a la ml
par addition d'acide sulfurique. Les tubes, avant emploi, sont agités
et la suspension microbienne a mesurer est placée dans un tube de
méme diametre pour faire la comparaison.

RESULTATS

Les résultats concernant les différentes especes éprouvées sont
présentés dans les tableaux 4 a 12 et les histogrammes (fig. 1 a 6).

Dans ces tableaux, les résultats sont notés de d & 5 ; les activités
non mentionnées sont nulles, les chiffres des moyennes et des écarts-
types sont arrondis a la décimale la plus proche.



8 9 10 11

2 3 4 5 6
fig. 1.- Profil enzymatique
3 4 6 8 9 10 -
tie. 2. - Profil enzymatiq

9 10 1
fig. 3.- Profil enzymatique

1: Témoin. 4: Estérase lipase. 7: Valine aminopeptidase. 10: Chyrnotr
2: Phosphatase  alcaline. S: Lipase. 8 : Cystine aminopeptidase. 11: Phosphat
3: Estérase. 6: Leucine aminopeptidase. 9: Trypsine. 12: Phosphoz
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12 13 14 15 16 17 18 19 20
des Kluyveromyces lactis

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
~des Torulopsis sphaerica

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
.des Kluyveromyces fragilis

zpsine. 13: a galactosidase. 16: a glucosidase. 19: a mannosidase.
ase acide. 14: ~ galactosidase. 17: ~glucosidase. 20: a fucosidase.
unidase. 15: ~glucuronidase. 18: ~glucosaminidase.
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4 9 10 11
fig. 4.- Profil enzymatique

3 4 6 8 10 11
fig. 5.- Profil enzymatiqu

3 4 6 7 8 9 10 ].
fig. 6.- Profil enzymatique

1: Témoin. 5: Lipase. 9 T
2: Phosphata se alcaline. 6: Leucine aminopeptidase. 10: C
3: Estérase. 7: Valine aminopeptidase. I: P,
4: Estérase lipase. 8: Cystine aminopeptidase. 12: P



12 13

14

15

des Candida pseudotropicalis

12 13

14

~des Debaryomyces hansenii

1 12 13

14

16 17

15 16 17

15 16 17

des Saccharomyces cerevisiae

rypsine.
hymotrypsine,
hosphatase acide.
hosphoamidase,

13:
14:
15:
16:

a galactosidase.
f3 galactosidase.
3 glucuronidase.
a glucosidase.

18

18

18

17:
18:
19:
20:

19 20

19 20

19 20

3 glucosidase.

8 glucosaminidase.
a mannosidase.

a fucosidase.
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1. Etude de Kluyveromyces lactis et Torulopsis sphaerica

Chez Kluyveromyces lactis, les coefficients de variation de cer-
taines activités enzymatiques entre les différentes souches sont trés
importants  (tab. 4). Il en 'est ainsi notamment pour la phosphatase
alcaline (53p. 100), l'estérase lipase (41p. 100), la lipase (35p. 100),
la valine aminopeptidase (57p. 100), la cystine aminopeptidase
(45p. 100), I'a galactosidase (29p. 100), la ~ glucosidase (62p. 100).
Avec les autres systéemes enzymatiques, on trouve, d'une souche a
l'autre, des résultats en assez bonne concordance, les coefficients de
variation présentant des valeurs comprises ‘entre d et 18p. 100. Ces
différences sont illustrées sur I'histogramme de la figure 1.

En ce qui concerne la forme imparfaite, Torulopsis sphaerica, la
variabilitt mentionnée pour quelques enzymes chez Kluyveromyces
lactis se retrouve souvent a un seuil encore plus élevé (tab. 5 ),
exemples la lipase (69 p.100), la cystine aminopeptidase (82p. 100),
I'a. galactosidase (63p. 100) et la .~glucosidase (80p. 100). Ces diffé-
rences sont représentées sur la figure 2. Les profils enzymatiques
des deux especes restent cependant trées proches bien que lI'on
observe chez la forme non sporogéne, une faible diminution des acti-
vités phosphatase alcaline, valine aminopeptidase et [3 glucosidase.
Il est également a noter qu'une souche de Torulopsis sphaerica pré-
sente des niveaux d'activité phosphatase acide etu glucosidase qui la
distinguent nettement des autres souches. Cette souche correspond
cependant parfaitement a l'espéce type décrite par Lodder {1971).

2. Etude de Kluyveromyces fragilis et Candida pseudotropicalis

Les souches de Kluyveromyces [ragilis étudiées présentent des
variations d'activité voisines de celles enregistrées chez Kluyvero-
myces lactis (tab. 6). On retrouve, en effet, des coefficients de varia-
tion importants pour la lipase (31p. 100), la cystine arninopeptidase
(48p. 100), la phosphatase acide (34p. 100), I"ugalactosidase (38p. 100)
et la ~glucosidase (63p. 100), les autres systémes enzymatiques pré-
sentant une variabilité comprise entre a et 25p. 100.

L'histogramme qui concrétise ces résultats (fig. 3), montre que la
souche qui, pour chaque caractére est représentée la derniére, pos-
seéde un équipement enzymatique tres différent de celui des autres
souches. Il en est ainsi, notamment pour les activités lipasique, valine
aminopeptidase, cystine arninopeptidase, a galactosidase et ~gluco-
sidase qui sont nulles alors que l'activit¢ chymotrypsine semble par-
ticulierement élevée. Cette souche présente bien cependant les carac-
teres de l'espece type Kluyveromyces  [ragilis décrite par Lodder (1971).

Chez Candida pseudotropicalis (tab. 7), on rencontre également
une variabilité importante, plus élevée que chez Kluyveromyces [ra-
gilis .. ceci est particulierement net pour les activités estérase

(59p. 100), estérase lipase (40p. 100), lipase (53p. 100), valine amino-
peptidase  (61p. 100), a galactosidase (59p. 100) et ~galactosidase
(27p. 100). L'histogramme de la figure 4 illustre les différences obser-
vées sur les différentes souches.
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Equipement  enzymatique

Enzymes

Phosphatase  alcaline
Estérase (C4)
Estérase Lipase (C38)
Lipase (C 14)
Leucine aminopeptidase
Valine aminopeptidase
Cystine aminopeptidase
Phosphatase  acide
Phosphoamidase

« galactosidase

~ galactosidase

a glucosidase

~ glucosidase

Equipement  enzymatique

Enzymes

Phosphatase  alcaline
Estérase (C4)
Estérase Lipase (C8)
Lipase (C 14)
Leucine aminopeptidase
Valine aminopeptidase
Cystine aminopeptidase
Phosphatase  acide
Phosphoamidase

a galactosidase

il galactosidase

il glucuronidase

a glucosidase

il glucosidase

TABLEAU 4

des souches de Kluyverornyces
-du fromage de Camembert

Moyenne Ecart-type
3,1 1,6
43 0,8
3,3 18
0,6 0,2
5,0 0,1
2,5 14
1,0 0,5
47 0,6
47 0,6
1,7 0,5
5 0
0,1 0,4
14 0,8

TABLEAU 5

des souches de Torulopsis
du fromage de Camembert

Moyenne

19
4,1
2,6
0,5
4,9
15
0,6
4,8
4,5
1,2
47
0,1
0,1
0,5

Ecart-type

13
0,6
13
0,3
0,2
0,9
0,5
04
08
0,7
0,7
0,5
0,2
0,4

Zactis isolées a partir

Coeﬂ(;giem Moyenne
variation probable
en p.loo t (95p. 100)

53 2,15- 4,05
18 3,88-4,78
4 253-413
35 047-0.73
3 4,91- 5,00
57 1,71-3,35
46 0,74-1,26
12 4.41-5.00
12 4,39-5,00
29 145-2.01
0 5,00
62 0,88 - 1,86
sphaerica isolées a partir

Coeffdicient Moyenne
Variat?on probable
en ploo ¢ (5P 100)

67 1,00 - 2,67
15 3,75-4,55
51 1,81-3,49
69 0,26-0.66
4 4,80-5,00
58 0,95-2,05
82 0,30-0,94
8 4,61- 5,00
18 4,04-5,00
63 0,72- 1,66
15 4,27-5,00
80 0,27-0,80
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TABLEAU 6
Equipement enzymatique des souches de Kluyveromyces fragilis isolées a partir

du fromage de Camembert

Coefficient

: v G oy
nzymes oyenne Ecart-type ints probable
‘éﬁ”g‘l'ﬁ)”o t (95p. 100)
Phosphatase  alcaline 4,2 0,8 19 3,73-4,61
Estérase (C4) 38 05 12 3,54-4,06
Estérase Lipase (C8) 3,5 0,6 17 3,16- 3,84
Lipase (C 14) 0,6 0,2 31 0,47-0,67
Leucine aminopeptidase 5,0 0 0 5,00
Valine aminopeptidase 3,9 0,9 23 3,40-4,46
Cystine aminopeptidase 1,3 0,6 48 0,94- 1,66
Chymotrypsine 0 0,1
Phosphatase acide 4,1 14 34 3,31-4,95
Phosphoamidase 4,0 1,0 25 3,46-4,60
a. galactosidase 15 0,6 38 1,17-1,83
j3 galactosidase 4,9 0,4 8 4,64-5,00
a. glucosidase 0 0,1
i3 glucosidase 1,6 1,0 63 1,03-2,17
TABLEAU 7

Equipement enzymatique des souches de Candida pseudotropicalis isolées a partir
du fromage de Camembert

Coefficient

de Moyenne
Enzymes Moyenne Ecart-type i probable
variation t (95p. 100)
en p.100 ’
Phosphatase alcaline 3,0 1,8 59 1,42.4,53
Estérase (C4) 39 0,4 11 3,49-4,27
Estérase Lipase (C8) 2,2 0,9 40 1,40-2,97
Lipase (C 14) 0,5 0,3 53 0,26:0,74
Leucine aminopeptidase 5,0 0 0 5,00
Valine aminopeptidase 2,4 15 61 1,08- 3,68
Cystine aminopeptidase 0,8 0,5 56 0,40-1,22
Phosphatase acide 4.4 1,2 28 3,30-5,00
Phosphoamidase 3,9 1,5 38 2,58-5,00
a galactosidase 1,2 0,7 59 0,56-1,82
j3 galactosidase 4,2 11 27 3,24-5,00
3 glucosidase 0,2 0,5

a. glucosidase 0,6 0,7
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3. Etude de Torulopsis versatilis

Avec les quatre souches de Torulopsis versatilis éprouvées (tab.
8), il apparait que l'on peut distinguer deux types de comportement;
d'une part, les souches présentant des activités estérase, leucine
aminopeptidase et phosphatase acide fortes et une activité phospho-
amidase moyenne; de l'autre, les souches présentant ces activités a
des niveaux faibles.

4. Etude de Debaryomyces hansenii et Torulopsis candida

Le tableau 9 montre que chez D. hansenii il existe aussi une
grande variabilit¢ dans les activités ‘enzymatiques. Neuf systemes
ont été mis en évidence, mais sept d'entre-eux ont un coefficient
de variation compris entre 30 et 70p. 100. Seules, deux activités sont,
d'une souche & l'autre, relativement stables, I'estérase et la leucine
aminopeptidase, avec un coefficient de variation de 24 p. 100. L'espéce
ne possede aucune activité osidasique, ce qui la différencie nettement
des Kluyveromyces et de leurs formes imparfaites. On peut égale-
ment noter que l'activité valine aminopeptidase est, en moyenne, plus
faible (fig. 5) que celle observée chez les Kluyveromyces.

La souche de Torulopsis candida a un profil enzymatique (tab. 12)
qui se rapproche de celui de sa forme sporulée (D. hansenii) ; cepen-
dant, les activités phosphatase alcaline et phosphoamidase sont plus
marquées chez la forme non sporogéne.

5. Etude de Saccharomyces cerevisiae

Sur les dix souches de S. cerevisiae éprouvées (tab, 10) les
variations des activités enzymatiques sont, pour certaines, impor-
tantes mais cependant plus faibles que chez D. hansenii. Les coeffi-
cients de variation les plus forts sont trouvés sur les activités estérase
lipase (34p. 100), valine aminopeptidase (53p. 100), cystine amino-
peptidase (53 p. 100) et phosphoamidase (37p. 100).

Le profil enzymatique de Il'espéce (fig. 6) présente une assez
grande analogie avec celui de D. hansenii. On retrouve, en effet, chez
les deux especes, le méme équipement enzymatique, et cet équipe-
ment parait se manifester avec la méme intensité, exceptions faites
toutefois pour les activités valine aminopeptidase et cystine amino-
peptidase qui sont un peu plus faibles chez S. cerevisiae.

6. Etude de Saccharomyces rouxii et de Torulopsis moggi

Les activités osidasiques des souches étudiées sont faibles ou
nulles (tab. 11) et on reléeve également I'absence d'activité amino-
peptidase. Par ailleurs, les profils enzymatiques des souches sont trés
proches si lI'on excepte le cas d'une souche de T. moggi qui possede
une activité phosphatase acide élevée, ces profils présentant une
certaine similitude avec ceux de S. cerevisiae (tab. 10 et fig. 6).



MEMOIRES ~ ORIGINAUX 155

TABLEAU 8

Equipement enzymatique des souches de Torulopsis versatilis isolées a partir
du fromage de Camembert

Souches

Enzymes
455 21g 18

w
[ee)
(2]

w

Phosphatase alcaline
Estérase (C4)
Estérase Lipase (C8)
Leucine aminopeptidase
Valine aminopeptidase
Cystine aminopeptidase
Phosphatase acide
Phosphoamidase

RPROORFRPWR
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TABLEAU 9

Equipement enzymatique des souches de Debaryomyces hansenii isolées a partir
du fromage de Camembert

Coefficient

d Moyenne
Enzymes Moyenne Ecart-type vari atei on probable
en p. 100 t (95p. 100)
Phosphatase alcaline 1,9 0,9 49 1,20- 2,60
Estérase (C4) 34 0,8 24 2,79-4,01
Estérase Lipase (C8) 3,2 1,0 31 2,47-3,93
Lipase (C14) 0,3 0,2 69 0,17-0,53
Leucine aminopeptidase 4.4 1,1 24 3,59-5,00
Valine aminopeptidase 0,7 0,4 60 0,38- 1,02
Cystine aminopeptidase 1,2 0,6 49 0,76-1,64
Phosphatase acide 4,0 1,7 42 2,73-5,00

Phosphoamidase 2,7 1,2 44 1,81- 3,59
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TABLEAU 10

Equipement enzymatique des souches de Saccharomyces cerevisiae isolées a partir

Enzymes

Phosphatase alcaline
Estérase (C4)
Estérase Lipase (C8)
Lipase (C 14)

Leucine aminopeptidase
Valine aminopeptidase
Cystine aminopeptidase
Phosphatase acide
Phosphoamidase

¢t mannosidase

Equipement enzymatique des souches de Saccharomyces

du fromage de Camembert

Moyenne Ecart-type
2,9 0,5
3,0 0,5
2,5 0,9
0,2 0,3
3,9 1,0
0,4 0,2
0,4 0,2
4,3 11
2,0 0,8
0,2 0,3

TABLEAU 11

Coefficient
de
variation
en p.100

17
18
34

26
53
53
25
37

isolées a partir du fromage de Camembert

Enzymes

Phosphatase alcaline
Estérase (C 14)
Estérase Lipase (C8)
Lipase (C14)

Leucine aminopeptidase
Cystine aminopeptidase
Phosphatase  acide
Phosphoamidase

~ glucosidase

~ glucosaminidase

ct fucosidase

Sacch. rouxii

29

a o, [N

(8]

Souches

27

oo R, NowoNww
[ &)

Torulopsis mogii

315

[3;]

(8]

Moyenne
probable
t (95p. 100)

2,58-3,32
2,60-3,40
1,90-3,20

3,19-4,71
0,24-0,56
0,24-0,56
3,52-5,00
1,48-2,62

rouxii et Torulopsis moogi

313
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TABLEAU 12

Equipement enzymatique de diverses especes de levures isolées a partir
du fromage de Camembert

Espéces
Enzymes Candida sake
. s Saccharo-
Torulopsis Pichia
candida bovis myces
italicus
1 2
Phosphatase alcaline 5 1 3 1 1
Estérase (C4) 4 5 2,5 2 3,5
Estérase Lipase (C8) 4 3 2 1 3,5
Lipase (C14) 0,5 0,5 0 0 0,5
Leucine aminopeptidase 5 5 5 1 5
Valine aminopeptidase 1 15 0 0,5 0,5
Cystine aminopeptidase 1 15 0,5 0,5 1
Phosphatase acide 5 4,5 5 0,5 5
Phosphoamidase 5 5 2,5 0,5 3

7. Etude des especes mineures (P. havis, S. italicus, C. Sake)
(tab. 12)

Chez ces especes, il n'a pas été décelé d'activité osidasique.

L'espece Pichia bovis parait avoir des activités estérase, leucine
aminopeptidase, = phosphoamidase et phosphatase acide élevées (4,5
a 5), une activité estérase-lipase moyenne (3) et des activités phospha-
tase alcaline, lipase, valine aminopeptidase, cystine aminopeptidase
faibles (0,5 a 1,5).

La souche de Saccharomyces italicus a des caracteres enzyma-
tiques trés proches de ceux de S. cerevisiae ,.les activités leucine ami-
nopeptidase et phosphatase acide sont fortes (5), les activités phos-
phatase alcaline, estérase, estérase lipase et phosphoamidase étant
moyennes (2 a 3). On peut rappeler que S. italicus est considérée par
Lodder (1971) comme trés proche de S. cerevisiae : il s'en distingue
essentiellement par l'absence de fermentation du raffinose.

Les deux souches de Candida sake éprouvées présentent des pro-
fils enzymatiques d'allure sensiblement différente ; ces deux souches
correspondent  pourtant l'une et l'autre a l'espéce type décrite par
Lodder (1971).
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DISCUSSION

Nous n'avons pas détecté d'activité osidasique chez D. hansenii,
S. cerevisiae, T. versatilis, T. candida, P. bovis, S. italicus, C. sake et

T. mogii ; par ailleurs, aucune activité S glucuronidase, S glucosami-
nidase, a mannosidase, 1a fucosidase n'a été décelée chez Kl. lactis, KI.
fragilis ou leurs formes imparfaites. Cependant, il a déja été montré

gue P. bovis, D. hansenii possédaient des systemes a glucosidase et
f glucosidase (Fiol, 1973) ; mais, ces systemes étant inductibles, ils
peuvent étre plus ou moins sensibles a la répression exercée par le
glucose sur les synthéses enzymatiques. Or, le milieu de culture utilisé
(gélose «mycophil» Meérieux) contient du glucose ce qui peut expli-
quer la faible production de Sglucosidase chez la plupart des sou-
ches de Kl. lactis, KI. fragilis ou leurs formes imparfaites éprouvées.

Les activités endopeptidasiques de type trypsine ou chyrno-
trypsine sont absentes ou rares chez les différentes espéces étudiées;
elles n'ont été observées que chez deux souches de Kl. fragilis. Cepen-
dant, Tsugo et Chang (1970), étudiant plusieurs espéces de levures,
avaient mis en évidence, chez KI. fragilis et C. pseudotropicalis, une
activité protéolytique importante. Plus récemment, Yamauchi et al.
(1976) ont montré que l'espece D. hansenii possede une activité pro-
téolytique faible, sauf si elle est développée en association avec des
souches judicieusement choisies de Streptococcus cremoris  ou de
Streptococcus lactis ; elle peut alors, dans ces conditions, jouer un
réle important au cours de l'affinage de certains fromages.

Du fait de la diversité des activités de type endopeptidasique, il
apparait donc nécessaire de vérifier, sur un nombre de substrats et de
souches plus important, la présence de ces activités.

Les activités exopeptidasiques de type aminopeptidases sont pré-
sentes chez la plupart des espéces mais a des niveaux qui paraissent
étre sensiblement différents. Elles ont déja fait I'objet d'un certain
nombre d'études, notamment chez S. lactis (Kluyveromyces lactis) ou
elles ont été partiellement caractérisées (Desrnazeaud et Devoyod,
1974).

L'activité leucine aminopeptidase est maximale sur toutes les
souches, exception faite de deux souches de T. versatilis. Quant aux
autres activités, valine et cystine aminopeptidases, elles apparaissent
trés inégalement réparties au sein des différentes especes. Elles sont,
en général, faibles ou nulles chez S. cerevisiag, T. candida, P. bovis,
S. italicus, C. sake, T.versatilis, T. mogii, et rarement aussi importantes
gue l'activité leucine aminopeptidase chez les autres espéeces étudiées.

En ce qui concerne les activités lipasiques et estérasiques, on
observe une distribution voisine chez toutes les souches éprouvées.
L'activité estérase est forte et, dans I'ensemble, peu variable; I'activité
estérase lipase est légérement moins développée et l'activité lipa-
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sique est faible ou inexistante. On notera, cependant, que des essais
d'incubation des dispositifs APl ZYM pendant 12h a 37° C ont permis
de révéler, sur quelques souches, une activité lipasique relativement
importante. Rappelons également, que dans d'autres conditions expé-
rimentales, Carini et Lodi (1975)ont mis en évidence, sur des souches
de Candida, Torulopsis et Debaryomyces des activités lipolytiques
appréciables.

Parmi un certain nombre d'hypothéses envisageables pour expli-
quer le faible niveau d'activité enregistré en 6h, on peut penser qu'avec
le temps d'incubation de 12 h, il Y a autolyse des cellules et libération
d'un systéeme lipolytique endocellulaire, ou bien encore qu'il y a
dégradation spontanée du substrat au contact de protéines cellulaires
(Brandl et Zizer, 1973).

Les phosphornonoestérases, phosphatas es acides et phosphatases
alcalines, comptent parmi les enzymes les plus connues et les plus
répandues chez les étres vivants (Brisou, 1971). Elles ont déja été
mises en évidence chez un certain nombre de bactéries et de levures,
notamment chez Saccharomyces cerevisiae (Pett et Wynne, 1938).

D'aprés nos résultats, il apparait que les deux activités phospha-
tasiques sont largement représentées chez la plupart des souches de
levures éprouvées. Chez Kluyveromyces  sp., S. cerevisiae ou S. rouxii
et D. hansenii (ou chez leurs formes imparfaites), I'activité phospha-
tase alcaline est variable selon les souches mais elle est toujours
présente a un seuil élevé. En revanche, chez T. versatilis, C. sake et
P. bovis, cette activit¢ semble plus limitée; mais, le petit nombre de
souches éprouvées sur ces dernieres espéces ne permet pas de tirer
des conclusions définitives.

En ce qui concerne la phosphatase acide, on observe également
une activité bien développée chez Kluyveromyces sp. (notamment KI.
lactisy, Debaryomyces sp. et S. cerevisiae ou S. rouxii, et moins élevée
chez certains T. versatilis ou C. sake.

Une autre activité se traduisant par la libération d'acide phospho-
rigue a été étudiée, la phosphoamidase. Cette enzyme, selon la Nomen-
clature Internationale (1972), agit sur la N-phosphocréatine et sur
d'autres phosphoamides. Cette activité parait étre particuliéerement
développée chez Kluyveromyces et leurs formes imparfaites, ainsi que
chez T. candida et P. bovis ; elle est moyenne et surtout tres variable
chez D. hansenii et S. cerevisiae. Chez T. versatilis et C. sake, l'activité
phosphoamidase est extrémement variable selon les souches et elle
devient difficilement quantifiable.

Enfin, il est intéressant de souligner ici qu'une certaine analogie
apparait entre les profils enzymatiques de D. hansenii et de S. cerevi-
siae. Il convient, a ce propos, de remarquer que dans l'identification
de ces especes, on se heurte souvent a certaines difficultés pour clas-
ser les souches dans l'un ou l'autre groupe (Luu, 1976). En effet, le
genre Debaryomyces se distingue du genre Saccharomyces par l'exis-
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tenoe de spores sphériques verruqueuses reconnaissables parfois
seulement au microscope électronique et par des capacités fermen-
taires réduites. Ces deux criteres d'identification restent cependant,
dans certains cas, difficiles a appliquer (Barnett, 1968). Il était donc
intéressant de mieux connaitre I'équipement enzymatique des deux
groupes afin de pouvoir éventuellement les distinguer. L'allure des
profils confirme clairement que D. hansenii et S. cerevisiae sont deux
espeoes de levures trés proches.

Conclusion . Résumé

La méthode employée pour I'étude des aptitudes biochimiques
des levures du fromage de Camembert est une micro méthode norma-
lisée permettant une analyse des activités enzymatiques (Buissiére
et Nardon, 1968). Le dispositif analytique comporte pour chacun des
caracteres étudiés, un systéeme constitué par la source d'enzymes qui
est la souche microbienne et le substrat approprié, chimiquement pur.
Il permet une étude systématique d'un grand nombre de caractéres
en soumettant les différentes souches aux mémes épreuves et, lorsque
les conditions expérimentales sont normalisées, une comparaison
des résultats peut étre effectuée.

La présente étude, portant sur dix-neuf caractéres, concerne
guatre-vingt-six souches appartenant a treize espéces.

L'ensemble des résultats obtenus se traduit, pour chaque espéce,
par un profil enzymatique. On peut avoir ainsi une connaissance
visuelle immédiate des activités et situer les souches ou les espéces
les unes par rapport aux autres.

La comparaison des profils met clairement en évidence la parenté
existant entre Kt. fragilis et Kt. lactis (et leurs formes imparfaites).
Un tel résultat s'accorde avec les observations de Fiol (1973) qui
considére comme plausible une évolution de l'espéce KI. fragilis vers
Kt. lactis par augmentation des possibilités osidasiques. La méme
analogie est également observée entre D. hansenii et S. cerevisiae qui
sont deux especes tres proches.

Il apparait, finalement, qu'étant donné le niveau enregistré chez
toutes les espéces pour les activités estérasiques et aminopeptida-
siques, activités qui peuvent jouer un réle important dans l'affinage, il
serait intéressant de procéder a une étude plus approfondie de ces
caractéres chez les espéces de levures dominantes du fromage de
Camembert.

Summary
A standardized micro-method (Buissiere and Nardon, 1968) has

been wused for testing the biochemical aptitudes of yeasts from
Camembert cheese. The analytical apparatus presented, for each
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character, a system eonstituted by the microbial strain as an enzy-
matie produetor and the ehemieally pure eorresponding substrate.
This procedure brought a systematic study of a large number of eha-
racteristics by submitting different strains to the same tests, and as
the experimental conditions were standardized, a eomparison of
the results could be done.

In the present study were tested 19 enzymatie eharacters on 86
strains belonging to 13 speeies.

The results were presented in an enzymatic pattern of eaeh
species. So, it has been possible to get an immédiate knowledge of the
aetivities and to classify them.

The comparison of the patterns shows the very relationship
between Ki. [ragilis and Ki. lactis (and their imperfeet forms). Such
a result agree with the observation of Fiol (1973) who eonsidered
as possible, the evolution of Ki. fragilis species towards Ki. lactis
through the inereasing of the osidasie abilities. The same result
was also notieed between D. hansenii and S. cerevisiae whieh are very
closedspecies.

Considering the important part of the esterasie and aminopepti-
dasic aetivities in the cheese ripening and the notieed levels of these
enzymes in this paper, it would be interesting to study more comple-
tely the main dominant speeies of yeasts from Camembert -eheese.

Regu pour publication en janvier 1979.
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