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Usage du mélange de la pepsine avec
des préparations ({Fromase » ou ({Milcozyme »
pour la fabrication des fromages Tilsit
et Camembert

par
JARMUL (Ir', REPS (A)*, POZNANSKI (5.)*

INTRODUCTION

Pour faire coaguler le lait au cours de la fabrication de fromage,
la pepsine était employée jusqu'a ce temps pour la plupart en mélange
avec la présure. La présure- faisant défaut, de plus en plus sensible-
ment, il est devenu nécessaire de la remplacer par son succédané d'ori-
gine microbienne.

Nos études précédentes [5] ont démontré que le mélange de la
pepsine de porc avec la préparation « Fromase » qui est obtenue de
la moisissure Mucor miehei, peut étre employée, en proportion de
50/50, ou 70/30 pour la fabrication du fromage Edam, et, en propor-
tion de 80/15, pour la fabrication du fromage Kortowski (fromage
polonais a pate demi-molle).

On sait que l'activité protéolytique de la « Fromase » approche
de celle de la présure [10, 13] et le fromage qui avait été fabriqué
avec cette préparation, seule ou en mélange avec la pepsine, s'est
montré l'emporter, par sa qualité, sur le fromage a présure [1,5,6, 10J,

Les résultats favorables de nos essais nous ont inclinés a appré-
cier l'utilité de la pepsine de porc, en mélange avec les préparations
« Fromase » ou « Milcozyme » pour la fabrication des fromages
Tilsit et Camembert. La préparation « Milcozyme » est produite au
Japon a l'aide de la bactérie Bacillus polymyxa et elle n'a pas été
généralement admise pour la fabrication de fromage a cause de son
activité protéolytique élevée [4, 8].

* Institut du Génie et de la Biotechnologie Alimentaire de I'Université Agro-
technique d'Olsztyn (Pologne).
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PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Des fromages Tilsit et Camembert étaient fabriqués a I'échelle
industrielle par des usines laitieres spécialisées dans la fabrication
de ces sortes de fromage.

La coagulation des protéines était effectuée a l'aide de :
- la présure en solution, a l'activité de coagulation de 1:10000;
- la pepsine, a l'activité protéolytique de 1 : 4000 ;

- du mélange de la pepsine avec la préparation « Fromase »
(activité de coagulation de 1 : 100000) ou avec la préparation
«Milcozyme » (activité de coagulation de 1 : 80000).

Dans les mélanges de préparations utilisés, le taux de la pepsine
était de 85, 70 et 50p. 100 et celui des succédanés microbiens de 15,
30 et 50p. 100 calculés en activité de coagulation.

Les fromages expérimentaux, ainsi que les fromages témoins
(fabriqués a l'aide de la présure et la pepsine seule) étaient affinés
dans les conditions convenables a la sorte de fromage en question.

Au cours de l'affinage, les fromages étaient soumis a l'examen
organoleptique par une commission d'experts. En méme temps, le
degré et la nature de la dégradation de protéines étaient étudiés, en
déterminant la teneur en azote précipitable avec des ions calcium [9],
celle en azote soluble a pH 4,6 [16], en azote non protéique [14] et
peptidique [2], en acides aminés [17]. Des protéines de fromage
étaient aussi séparées sur le gel Sephadex G-100[15, 18] et par électro-
phorése sur le gel de polyacrylamide [3, 7].

PRESENTATION DES RESULTATS ET DISCUSSION

On a constaté que les fromages de type Tilsit et Camembert peu-
vent étre fabriqués, sans modifier des paramétres technologiques
usuels, en faisant coaguler le lait a l'aide du mélange de la pepsine
avec des succédanés de présure, « Fromase » ou « Milcozyme »,

Pendant la fabrication de ces fromages, aucune différence n'était
constatée au cours de la formation du caillé a l'aide de la présure
de la pepsine ou du mélange de la pepsine avec la « Fromase »,

En ce dernier cas, la caillé a été obtenu, avec une fermeté iden-
tiqgue a celle du caillé a présure.

D'autre part, quelques différences ont été observées dans la
coagulation du lait, les fromages étudiés étant fabriqués avec le
mélange .de la pepsine et du « Milcozyme », Le commencement de
la phase de coagulation était remarqué aprés 1/3 du temps qui était
nécessaire pour obtenir la fermeté du caillé convenable au fromage
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en question. De méme, la fermeté du caillé, qui était obtenu avec
le mélange pepsine - « Milcozyme» s'est montrée inférieure a celle
qui était obtenue a l'aide de la présure, ou du mélange pepsine-
« Fromase ». La fermeté du caillé diminuait quand le taux du « Mil-
cozyme » augmentait dans le mélange. Ces observations confirment
nos études précédentes [11, 12].

Malgré des différences de la fermeté du caillé, qui était obtenu
a l'aide des préparations étudiées, aucune différence n'était constatée
au cours du traitement du caillé et des grains.

En analysant le degré d'utilisation des substances azotées de
lait (tab. 1), il apparait que la teneur du lactosérum en substances
azotées était moins élevée au cours de la fabrication des fromages avec
la pepsine, qu'elle ne I'était au cours de la fabrication du fromage
a la présure.

Parmi les mélanges étudiés, ce sont des mélanges de la pepsine
avec la « Fromase » a 70/30 et a 50/50, ou bien le mélange pepsine-
« Milcozyme » a 85/15, qui ont permis d'obtenir le degré d'utilisation
des substances azotées de lait approchant de celui de la présure. Dans
la mesure ou la quantité du « Milcozyme » augmentait dans le mélange
avec la pepsine, le taux des substances azotées, qui passaient du lait
au lactosérum, augmentait aussi sensiblement. Pour le mélange

TABLEAU 1

Taux de matieres azotées passées du lait au lactosérum
au cours de la fabrication du fromage

Sorte
de fromage
Sorte Tilsit Camembert
de préparation
coagulante
N du lactosérum / N du lait (p. 100)
Présure 28,12 23,86
Pepsine 27,33 22,70
P-F 85/15 27,98 22,70
A P-F 70/30 28,18 23,86
(';’éi'ange PF 50/50 28,79 24,15
A . P-M 85/15 28,95 22,99
preparations P-M 70/30 29,95 24,73
P-M 50/50 30,66 25,31

P pepsine, F = «Fromase » M « Milcozyme »,



Sorte Sorte de
de préparation
fromage coagulante

Durée d'affinage en

semaines 2
Présure -
Pepsine _

A S P-F 8515 -
- i P-F 7030 -
G w P-F 5050 -
ey, P-M 8515 -
ks pm o030 —
¢ P-M 5050 —

I:1

Présure 71,07

Pepsine 71,59
v

9 3
3 § PF 815 6724
S jet P-F 70130 66,67
N % w PF 50050 66,75
25, P-M 85/15 66,63
S pM 70130 64,48
¢ P-M 50/50 63,53

‘0
P = pepsine, F = «Fromase ».

1
N précipité avec Ca++

Degré de la dégradation

86,89
88,89

74,43 70,44 —
81,42 7523 —

87,76
87,91
87,04
86,20
85,20
84,09

78,55 73,46 -
75,96 72,10 -
75,15 70,72 -
75,27 72,93 -
7497 72,14 -
72,52 68,02 -

- - - 2855
- - - 2798

- - - 29,77
- - = 2990
29,79
- - 31,11
- - 3447
34,86

M - «Milcozyme »,

13,50 23,45
11,72 18,60

11,94 21,49
12,20 23,35
13,15 24,91
13,30 23,26
14,42 25,56
15,85 27,11

TABLEAU 2

des protéines

N soluble a pH 4,6

en

28,81
23,34

25,36
26,96
28,82
27,04
27,91
30,79

au cours de l'affinage

N non protéique

pourcentage

- 729
- 631

15,77 18,01
10,97 14,99

- 595
— 6,66
- 70
- 724
- 730
- 859

11,71 15,07
11,67 16,26
12,93 17,11
14,29 18,27
17,35 18,83
18,14 22,71

2046 - -
1944 — -

20,07 - - -
2044 - - -
2028 - - -
2027 - - -
22,07 - - -
22,11 - - -

de N total

.' 15@?12

15,47
521
5,40
5,76
571

du fromage

N de peptides

2,36
1,89

1,62
1,47
2,12
1,96
2,79
2,96

5,42
3,07

3,08
3,21
3,38
3,72
5,60
6,53

12

7,56
3,99

3,15
3,37
3,45
5,45
6,41
7,28

N d'acides aminés

- 467
- 502

7,22
7,05

9,22
8,39

- 5,03
- 503
- 4,40
- 4,20
— 458

8,03
8,84
8,96
7,38
9,32
9,50

8,46
9,12
9,95
9,09
9,21
9,79

840 - — -
719 - — -

7,78 - - -
8,57 - - -
8,40 - - -
7,90 - - -
8,70 - - -
8,60 - - -

w3t

!
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pepsine - « Milcozyme » a 50/50, ce taux était plus élevé que le taux
des substances azotées qui passaient au lactosérum au cours de la
fabrication du fromage a présure. L'augmentation était de 9p. 100
(30,66 vis-a-vis du 28,12p. 100) pour le fromage Tilsit et de 6p. 100
(25,31 vis-a-vis de 23,86p. 100) pour le Camembert.

L'analyse de la teneur en formes diverses des combinaisons
d'azote (tab. 2) a confirmé les résultats de nos études des précé-
dantes, a savoir que le fromage fabriqué avec la pepsine s'affinait
plus lentement que le fromage a la présure. Dans les fromages ana-
lysés, fabriqués a l'aide de la pepsine en mélange avec la « Fromase »
ou le « Milcozyme », le degré de protéolyse augmente a mesure que
le taux de la préparation microbienne augmente dans le mélange et
particulierement  dans le cas de la préparation « Milcozyme »,

L'étendue de la protéolyse qui approchait le plus de celle du
fromage a la présure, a été constatée dans le cas du fromage Tilsit
qui était fabriqué avec les mélanges pepsine - « Fromase » a 50/50
et pepsine -« Milcozyme» a 85/15. Pour le fromage Camembert les
proportions les plus favorables étaient : le mélange pepsine - « Fro-
mase » a 85/15 et le mélange pepsine - « Milcozyrne » a 85/15.

La séparation chromatographique des protéines du fromage Til-
sit sur le gel Sephadex G-100 (tab. 3) a montré que le caractere de la
dégradation des protéines dépendait du type de mélange utilisé.

Apres la période d'affinage, exigée par la norme de qualité, la
présence de quatre fractions de protéines était constatée dans le
fromage a présure, deux fractions dans le fromage a la pepsine et
dans celui qui était fabriqué avec le mélange pepsine - « Fromase », et
cing fractions dans le fromage fabriqué avec le mélange pepsine-
« Milcozyme » a 50/50. Dans le fromage qui était fabriqué avec le
mélange pepsine - « Fromase », le degré de dégradation des protéines
était semblable a celui du fromage a la pepsine.

De méme que dans les fromages Edam et Kortowski, qui étaient
fabriqués a l'aide de pepsine et son mélange avec la « Fromase » [5],
dans le fromage Tilsit, le pourcentage de protéines au poids molé-
culaire le plus élevé était supérieur a celui du fromage a présure.

En employant le mélange pepsine - « Milcozyme » pour la fabri-
cation du fromage Tilsit, on a constaté que l'intensité de la dégra-
dation des protéines qui était provoquée par ce mélange, était plus
élevée que dans le cas des autres préparations coagulantes qui sont
en usage pour la production de ces fromages.

Par exemple, aprées 8 semaines d'affinage, le fromage qui était
fabrigué avec le mélange pepsine - « Fromase » a 50/50 contenait
27,19p. 100 des protéines au poids moléculaire le plus bas. La substi-
tution partielle de 15p. 100 de « Milcozyme » a la pepsine faisait
augmenter le taux de ces protéines jusqu'a 30,49p. 100.La préparation
« Milcozyme » augmentant dans le mélange, une réduction significative
de la teneur en protéines de poids moléculaire le plus élevé était



Caractéristique

TABLEAU 3

de la répartition chromatographique

Tilsit sur le Gel Séphadex G-liO

des protéines du fromage

Sorle de préparation . Mélange des préparations
coagulante Presure Pepsine P-F  85/15 P-F 70/30 P-F Sa/50
1] 3 4l 5] 1] 4] s 1| 3| s 1] a) s | 1] a| s
A Masse  moléculaire 15| 54 | —| 15| 125( 35| 14 125 | 47 | 15 | 126| 47| 14 | 125] 47 | 15
" Rl'elcliJu_r we |-8" |15p| - | 25~|1->~382027| 2135 | 5782|21p9 |21p9 [94;:t]2929] 19)5 [52)8 |()12]22,70
e
wg Masse moléculaire 15| 47 | 32| 15| 125] — | 13 w26 | — | 15 15| —| 14 |125] - | 15
an. 8 x10-
e Neaoe —ar|~83 | 812| 6p7| 3490 7148 _ |2-51 |7313d - [e6n6|ras | - [27.46(7281| - [|o7ing
. 1 Masse motéculaire | 156] 0| as| 15| 15| - | 13 125 | — | 15 |15 - 14| as] - | 5
& % 1 |3q:x| 6,92] ~25 | 51,27 6~ - |~~ 7Q0¢ - 3000 |fE{)C| - |35CD|6544 - [3~56
opr és 8 semaines d'affinage Mélange des préparations
04 P-M  B5/15 P-M  70/30 P-M Sa/50
- PE" 50150 1 2| 3] 4 | 5 1] 3] 4|5 1] 2] 3 4] s
~0, e 15| sg | sa| - | 13| 125| 59 | 40 | 19| 12585 | 54 | 32| 15
s185|17.chir2d - |271E |21 0199 17,09 41,19] Bp6 |-Lp |82 |237 510
02
15| —| 47| 32| 13| 125 54 | 35 | 15| 125| Ba | 47 | 37 | 12
01 31,92] - |20,1117,443049 | 1ws|21,tl | 21,53'4 70| 10,66 7,70 (7,58 | 15,L,D-6E
15| - | 54| 32 | 13 |15 | 54| 32| 15 | 125 — |43 | 25| 12
1941 —|2Sj2¢1048(f-q91| q13|1q48| 2Q415~~ | 7,46 — | 405 | 1461| ~ffi
DE TAMPON DACETATE  OE SOOIl -
A 003 m ApHTQ P pepsine, F «Fromase » M  «Milcozyme »,

18
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TABLEAU 4

Caractéristique de la répartition chromatographique des protéines du fromage
Camembert sur le gel Séphadex G-IOGpreés 2 semaines d'affinage

Sorte de préparation b Mélange des preparations
r.sure i
coagulante Pepsine P-F 85/15 P-F  70/30 P-F 50/50
No du ic 2 2 1 2 1 2 1 2
Masse moléculaire | 125 | 13 126 | 13 108 | 13 08| 13 | 18 | 13
N du pic
—NeE— (] 9,71 | 9q29| 8,79 91,21 527(9423 [5,01) 9499 | 5)5 (94,25
Mélange des préparations
P-M 85/15 P-M 70/30 P-M 50/50
1
apres 2 semaines d'affinage 2 L 2 1 2
04 ol ! 108 | 13 108 12 108 12
~ 1 --PRESURE
I I PE s 5,70 | 94/30 |[6,54] 93/46| 6)7 (9323
~03 ' 1 /
? 2 1 P~ 85/15 1
& 11 1
N 11 1
) 1
" 0 Jl \1 !
z 0, 1.
1
- !
o 1" 1
~ i \
~ 01 i \\
j \
li
100 200 300 400 500

cm~ DE TAI~PDN D'ACETAE DE SODIUM A 0,03 M il pH 7,0

P pepsine, F = «Fromase”, M = « Milcozyrne».

observée dans le fromage. En méme temps, la quantité de protéines
de poids moléculaire le plus bas augmentait.

L'analyse de la séparation chromatographiq ue du fromage Camern-
bert (tab. 4.) a montré que la dégradation des protéines y procédait
d'une maniére semblable. Dans le fromage témoin, ainsi que dans
le fromage expérimental, la présence de deux fractions de protéines
était constatée, dont les pourcentages étaient identiques.

Des séparations électrophorétiques  de protéines des fromages
analysés qui étaient effectuées sur le gel de polyacrylamide,
ont confirmé l'activité protéolytique supérieure de la présure, vis-a-vis
de la pepsine. Il n'a pas été observé de différ ences essentielles dans
la nature de la dégradation des protéines. Cependant, dans le fro-
mage Tilsit a la présure, agé de 12 semaines (fig. 1) et dans le fromage
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fig. 1
Répartition  électrophorétique des protéines du fromage Tilsit
sur le gel de polyacrylamide

P pepsine, F = {(Fromase » M = {(Milcozyme »,

Camembert de 3 semaines (fig. 2) le pourcentage de la bande qui
correspondait a la fraction deus-caséine, s'est montré essentiellement
moins élevé. La dégradation plus lente des protéines du fromage Tilsit,
qui était fabriqué a l'aide de la pepsine, est témoignée par le pour-
centage de la bande qui correspondait a la fraction def-caséine.

En analysant des séparations sur le gel de polyacrylamide, des
protéines des fromages qui étaient fabriqués a l'aide du mélange
pepsine -« Fromase » (fig. 1) on a constaté que la dégradation des
protéines procédait plus lentement dans des fromages Tilsit, fabriqués
avec les mélanges a 85/15 et 70/30 que dans le fromage a présure. Le
procédé d'affinage un peu plus rapide, par comparaison avec le
fromage a présure, était observé dans le fromage Tilsit fabriqué avec
le mélange a 50/50. Le pourcentage de la bande decs-j- caséine ~vy
était moins élevé. D'autre part, le fromage Camembert (fig. 2) fabri-
qué avec le mélange pepsine -« Fromase » s'affinait un peu plus vite
que le fromage a la présure. L'étendue de la protéolyse augmentait
quand le taux de la « Fromase » augmentait dans le mélange avec
la pepsine.
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fig. 2
Répartition électrophorétique des protéines du fromage Camembert
sur le gel de polyacrylamide

P pepsine, F = «Fromase ", M = « Milcozyme ».

C'est d'une maniere tout a fait différente que s'effectuait la
dégradation des protéines dans le fromage qui était fabriqué avec
le mélange pepsine - « Milcozyme » (fig. 1, 2). Dans ce fromage, la
coloration de la bande, qui correspondait a (xs+ casé€ine -~, était
moins intense, et elle s'affaiblissait quand le taux de la préparation
augmentait dans le mélange, ce qui prouve que l'affinage de ce fro-
mage procédait plus vite. La dégradation des protéines approchant
le plus de celle du fromage a présure était observée dans le fromage
qui était fabriqué a l'aide du mélange a 85/15.

Par contre, sur les électrophorogrammes des fromages Camem-
bert, qui étaient fabriqués avec la présure, ou avec le mélange pepsine -
« Milcozyme » (fig. 2), on a observé le méme nombre de fractions de
protéine avec un pourcentage voisin. Aprés 3 semaines d'affinage le
niveau de dégradation des protéines s'était montré plus intense dans
le fromage avec le mélange pepsine - « Milcozyme »,

Au cours de l'affinage de fromage, la fraction caséine as- était
dégradée par le mélange de pepsine avec les préparations microbiennes
étudiées a un degré plus élevé, que ne l'était la fraction caséine ~ par
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la présure. Pourtant, dans les fromages fabriqués avec le mélange
de la pepsine et des préparations microbiennes étudiées, et surtout
dans ceux avec le « Milcozyme ». la fraction caséine ~ était dégradée
d'une maniére plus intense que dans les fromages & la présure.

L'examen organoleptique des fromages du type Tilsit et Camem-
bert a démontré que les fromages qui étaient fabriqués a l'aide de la
pepsine en mélange avec la « Fromase » l'emportaient sur les fro-
mages a la présure par leur qualité.

Au cours de la fabrication des fromages avec le mélange de la
pepsine avec la préparation « Milcozyme », une qualité des fromages
étudiée, supérieure a celle du fromage a la présure, était obtenue a
l'aide du mélange pepsine -« Milcozyme » a 85/15, tandis que dans
les fromages avec les mélanges a 70/30 et 50/50, les défauts de go(t,
d'odeur et de consistance apparaissaient aprés la période prévue par
la norme de qualité, ces défauts s'intensifiaient au cours de l'affinage.

Les résultats que nous avons obtenus indiquent que l'usage des
mélanges pepsine -« Fromase » a 50/50 ou pepsine -« Milcozyme »
85/15 est le plus profitable pour la fabrication du fromage Tilsit,
tandis que les mélanges pepsine - « Fromase » 85/15 et pepsine -« Mil-
cozyrne » 85/15 sont préférables pour la fabrication du fromage
Camembert.

Résumé

On a étudié I'utilité de la pepsine de porc, en mélange avec des
préparations « Fromase » et « Milcozyme » pour la fabrication des
fromages Tilsit et Camembert.

L'analyse a porté les paramétres technologiques de la fabrication
de fromage, de l'utilisation des fractions azotées de lait, de la dégra-
dation des protéines au cours de l'affinage du fromage.

On a constaté que l'usage des mélanges pepsine - « Frornase » a
50/50 et pepsine -« Milcozyrne » 85/15 était préférable pour la fabri-
cation du fromage Tilsit, tandis que pour le Camembert les mélanges
ou le taux d'une préparation microbienne est de 15p. 100 étaient ceux
a recommander.

Summary

APPLICATION OF PEPSIN IN MIXTURE WITH «FROMASE» OR «MILCOZYME»
PREPARATION IN CHEESE-MAKING OF TILSIT AND CAMEMBERT

Studies were made on the suitability of porcine pepsin, as mixed
with «Fromase» or «Milcozyrne» preparations in the manufacture of
Tilsit and Camembert cheeses.

Technical parameters of cheese ripening, utilization of nitrogen
compounds as well as protein degradation were analysed in the
course of cheese ripening.
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The mixtures of pepsin-e Frornase» 50/50 and pepsin-«Milcozyme»

85/15 were found to be preferable for use in the Tilsit cheese manu-
facture, while for the Camembert cheese manufacture the mixtures
containing 15 % of either microbial preparation appeared to be

convenient.
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