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Influence des enzymes coagulantes et de la plasmine
sur la croissance des levains en début de fabrication
de I'emmental. Etude préliminaire sur milieux modéles

A Baer, 1Ryba, M Casey

Station Fédérale de Recherches laitieres, CH-3097 Liebefeld, Suisse

Résumé - Les conditions de croissance de S thermophilus et de L delbrueckii subsp lactis dans
I'emmental sont mal connues; ces bactéries disposent d'un systeme protéinasique peu important, et
leur croissance pourrait dépendre de la protéolyse primaire des caséines par les enzymes coagu-
lantes et la plasmine. Les résultats présentés, obtenus lors de la simulation des 24 ou 36 premieres
heures de fabrication d'emmental, ont montré que: 1)la caséine agl-l, issue de I'hydrolyse de la
caséine asl par la présure, apparait dans le lactosérum des le décaillage ; sa concentration augmente
durant l'affinage, démontrant une activité protéolytique résiduelle de la présure dans I'emmental, mal-
gré le chauffage du fromage a 53 "C ;2) la croissance des bactéries ne dépend pas de la concentra-
tion en acides aminés libérés par l'activité protéolytique des bactéries; 3) I'accumulation des acides
aminés et la croissance des lactobacilles augmentent paralléelement lorsqu'on ajoute quatre fois plus
de présure; il n'y apas d'influence sur les streptocoques; 4) les lactobacilles se développent sur les
caséines dans l'ordre préférentiel: <as + présure> asi 1l n'y apas de croissance sur la caséine k
méme aprés hydrolyse par la présure; 5) une concentration de plasmine quatre fois supérieure a la
concentration moyenne du lait n‘agit ni sur la croissance, ni sur lI'accumulation des acides aminés en
présence de la présure ou de M miehei ;elle renforce l'action protéolytique de E parasitica. En
revanche, un lait préhydrolysé par la plasmine, avant sa transformation en fromage, favorise la
vitesse de croissance des lactobacilles.

streptocoques  / lactobacilles / croissance / enzymes coagulantes / plasmine
Summary - Influence of coagulating enzymes and plasmin on the growth of starter bacteria

at the start of Emmental cheese manufacture.  Preliminary report. The growth conditions of
S thermophilus and L delbrueckii subsp lactis in Swiss-type cheese have not been fully studied.

Communication orale présentée au symposium 'Ripening and Quality of Cheeses'. Besancon, France, 26-28
février 1996.
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Since these bacteria show a low proteinase activity, it was assumed that their growth in cheese
could depend on the preliminary hydrolysis of caseins by coagulating enzymes and plasmin. The pur-
pose of this work was to develop a simple method which would allow us to measure the effect of casein
hydrolysates produced by the coagulating enzymes of rennet, E parasitica and M miehei, as weil as
by plasmin, on the growth of starter bacteria during simulated cheese manufacture. The growth of one
starter used for Emmental manufacture was studied in defatted UHT milk, containing calcium car-
bonate to maintain a constant pH similar to that of cheese. The various steps (temperature, duration)
of chee se manufacture for 24 or 36 h were then simulated; samples were taken at various times for
analysis. Proteolysis of caseins was assessed by the quantitative reaction of free amino acids with a
cadmium-ninhydrin  reagent. In order to study the specifie influence of each of the casein types on
the growth of bacteria, a growth medium was developed by 'exhaustion' of the prote in fraction from
a normal medium. The kinetics of the bacterial growth were followed photometrically. The results
showed that: 1)as)-l casein, produced by the proteolytic activity ofrennet, was already present in
whey after curd formation; its concentration increased during ripening, thus demonstrating the pres-
ence of residual proteolytic activity of rennet in Emmental, in spite of the high cooking temperature;

2) the growth of bacteria did not depend on the amount of amino acids; 3) the production of free amino
acids as weil as the growth of lactobacilli increased at the same rate when four times more rennet was
added to the milk; no such influence was observed with streptococci; 4) the growth of lactobacilli on
caseins was shown to follow the following preferential order: I3-casein > asl-casein + rennet >
asl-casein; no growth could be observed on x-casein, even after hydrolysis by rennet; 5) the addi-
tion of four times more plasmin than the average concentration encountered in milk did not increase
either the liberation of amino acids or the growth of bacteria in the presence of rennet or M miehei,
but in the presence of E parasitica enforced the proteolytic activity by the bacteria. Nevertheless, an
increase in the rate of bacterial growth could be observed when the milk was pre-incubated with plas-
min before its transformation ta cheese.

streptococci / lactobacilli / growth / coagulating enzymes / plasmin

INTRODUCTION protéolytique important qui leur permette d'uti-
liser les protéines du lait comme source d'azote;

Le développement du golt et de la texture des ce systeme est peu développé chez Lactobacil-

fromages durant leur affinage est principalement
dd a la dégradation enzymatique des caséines
par les protéinases et peptidases des bactéries
lactiques des levains et, dans une moindre
mesure, des germes contaminants du lait. Par
conséquent, l'intensité de la croissance des bac-
téries en début de fabrication influencera direc-
tement le potentiel protéolytique présent dans
le fromage. La croissance des bactéries lactiques
nécessite des peptides et des acides aminés, dont
la concentration est trés faible dans le lait cru
de bonne qualité (Reiter et Oram, 1962). Ces
bactéries doivent donc disposer d'un systéme

lus delbrueckii subsp lactis utilisé dans la fabri-
cation au lait cru des fromages helvétiques a
pate dure (Hunter, 1950 ; Meyer et al, 1989 ;
Sasaki et al, 1995), dont la croissance est plus
lente dans le lait que dans un milieu de culture.
Par conséquent, on peut admettre que la crois-
sance de ces germes dans les fromages dépend de
la conversion primaire des caséines en peptides
par d'autres protéinases (enzymes coagulantes,

plasmine) et plus particulierement de la forma-
tion, par la présure, de la caséine asl-1 et de son
peptide as I-CN (fl-23) (Exterkate, 1987), sub-
strats dégradés en acides aminés par les pepti-
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dases des levains (Visser, 1977). Toutefois, tous
les travaux qui démontrent l'influence de la pré-
sure sur la protéolyse des caséines par les bac-
téries lactiques ont été effectués sur des fro-
mages a pate mi-dure (gouda, cheddar), dont la
température de fabrication, inférieure &45 "C, ne
dénature pas la chymosine, alors que dans
I'emmental, chauffé a53 "C, on ne retrouve que
1% de l'activité¢ coagulante ajoutée (Gamot et
Mollé, 1987) ou méme plus d'activité du tout
(Matheson, 1981 ; Casey, obs pers). Toutefois,
Collin et al (1987) ont démontré que la caséine
usl-I formait les 4 % des caséines totales dans le
gruyére de Comté, chauffé a53,5 "C, 20 heures
déja aprés fabrication; et nous avons aussi rap-
porté une observation semblable dans I'emmen-
tal, suggérant que l'action de la chymosine pou-
vait produire la caséine usi-l avant que la
température de cuisson n'atteigne 53 "C (Baer,
1995).

La plasmine, protéinase alcaline native du
lait, est une autre enzyme dont l'activité pro-
téolytique libére des peptides susceptibles d'étre
convertis en oligopeptides et acides aminés par
les enzymes des bactéries lactiques durant I'affi-
nage des fromages (Visser, 1977 ; Miranda et
Gripon, 1986 ; Collin et al, 1987 ; Fox, 1989)
et qui semble aussi jouer un rdle important dans
la protéolyse primaire des caséines dans le fro-
mage de gruyére (Casey et al, 1987).

Ces remarques préliminaires montrent que
les conditions de croissance des bactéries lac-
tiques dans les fromages a pate dure sont mal
connues. Dans ce travail, nous avons étudié
I'influence de la protéolyse primaire des caséines
par les enzymes coagulantes  microbiennes
d'Endothia parasitica (récemment dénommée
Cryphonectria  parasitica, mais l'ancienne
dénomination a été conservée dans le texte), de
Rhizomucor miehei, de la présure (chymosine) et
de la plasmine, sur la protéolyse tertiaire des
caséines (libération des acides aminés) par les
bactéries lactiques, ainsi que sur leur croissance.
Lactobacillus  delbrueckii subsp lactis, utilisé
dans la fabrication des emmentals helvétiques, a
été plus particulierement  étudié.
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MATERIEL ET METHODES
Matériel
Réactifs

Tous les produits chimiques étaient de qualité
analytique. La plasmine et les caséines usi 13 et k
provenaient de chez Sigma (Buchs, Suisse). Les
enzymes coagulantes liquides, présure de veau
standard, Rennilase (R miehei) et Suparen (E
parasitica) ont été fournies par Winkler (Konol-
fingen, Suisse). L'extrait de levures et le pep-
tone «Trypticase» utilisés dans les milieux de
culture provenaient de chez Difco (Chemie Brun-
schwig, Bale, Suisse).

Bactéries

Le levain, culture mixte, utilisé pour la fabrica-
tion de I'emmental, a été fourni par notre dépar-
tement de microbiologie. Les souches de L del-
brueckii subsp lactis ont été isolées du levain
par notre section de biochimie.

Méthodes

Croissance des bactéries
dans un milieu de culture

Le milieu LS-5 utilisé pour la croissance des
souches de lactobacilles a été développé dans
notre département (Casey et Meyer, 1985). C'est
un milieu semblable au MRS, mais mieux
tamponné.

Pour étudier [I'influence  spécifique des
caséines sur la croissance des souches isolées,
un milieu minimum a été préparé par «épuise-
ment»; le milieu LS-5, dépourvu de peptone
mais contenant I'extrait de levures, a été ense-
mencé avec les lactobacilles. Aprés croissance,
moins intensive que dans le milieu complet, les
bactéries ont été éliminées par centrifugation
stérile et le pH réajusté a 6,5. Aprés chauffage
pendant 25 minutes & 80 "C pour détruire toute
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activité  enzymatique, 2,0 mL de lactose
0,5 mollL ont été rajoutés a 100 mL du milieu.

L'influence des caséines ou de leurs hydro-
lysats sur la croissance des bactéries a été étudiée
en ajoutant 200 ul, de la solution de protéines
(15 g/L) & 10 mL du milieu épuisé. Les lacto-
bacilles, cultivés en milieu LS-5 complet, ont
été lavés deux fois dans une solution saline. Le
volume de la suspension & ajouter & 10 mL du
milieu épuisé pour obtenir une densité optique de
0,008, mesurée a 650 nm, a été déterminé et
ajouté au milieu épuisé. La quantité totale de
germes ajoutée a 10 mL correspondait & envi-
ron 2 108. La croissance des bactéries a été sui-
vie par mesure photométrique a 650 nm.
Croissance des bactéries dans le lait
L'étude de la croissance des bactéries du levain
dans le lait a été réalisée dans 40 mL de lait
maigre UHT, contenant 1,25 g de carbonate de
calcium pour maintenir le pH a une valeur
d'environ 5,5, similaire a celle du fromage, sou-
mis aux conditions (température, durée) simulées
de la fabrication d'Emmental, comme déja décrit
(Baer, 1995). Apres les 24 premiéres heures de
fabrication simulée, les échantillons ont été dépo-
sés, sous agitation constante, dans une cave
froide (14 "C), durant 17 jours, puis transférés
dans une cave d'affinage (22 "C) jusqu'au 28¢ ou
55€ jour. L'intensité de la protéolyse a été déter-
minée par l'analyse des acides aminés libérés,
selon la méthode sur plaque de microtitration
décrite ailleurs (Baer et al, 1996).

Electrophorése
(PAGE)

en gel de polyacrylamide

L'analyse électrophorétique de la caséine asl-I
a été réalisée de la fagon suivante: les échan-
tillons des laits, soit de chaudiére, soit de fabri-
cation simulée ont été prélevés a des temps dif-
férents de fabrication, dés le décaillage. Apres
avoir laissé sédimenter le caillé, & 4 "C, durant
1h, le surnageant a été prélevé et son pH abaissé
a 4,6. Apres centrifugation (tubes Eppendorf)
pendant 10 min a 16 000 g, le culot a été repris

dans de l'urée 10 mol/L, contenant 4 mol/L de
dithiothreitol.  L'électrophorése  a été effectuée
avec un appareil Midget-LKB  (Pharmacia,
Dubendorf, Suisse) sur minigel de polyacryla-
mide, 12 %, contenant 4 mol/L d'urée, comme
décrit par de Jong (1975).

RESULTATS

Hydrolyse de la caséine as] en asrl
par les enzymes coagulantes

La figure 1 montre l'influence de la tempéra-
ture de chauffage sur l'apparition de la caséine
asl-1 aprés un, dix et 40 jours d'affinage dans
trois fromages de types différents, fabriqués avec
la méme présure. On constate que dans le fro-
mage a raclette, chauffé a 42 "C, la bande carac-
téristique apparait nettement, dés le premier jour
(piste 1) et que l'intensité de sa coloration va en
s'intensifiant durant l'affinage, accompagnée,

aprés 40 jours, d'une nette diminution de la
bande correspondant a la caséine as|' Ce phé-
nomene s'observe également dans les électro-
phorégrammes des deux autres fromages, mais
s'atténue en fonction de la température de chauf-
fage: la caséine asl-l est peu visible dans
I'emmental, chauffé a 53 "C, apres 1jour
(piste 4) et n'apparait qu'en trace dans le gruyere
fabriqué a 56 "C (piste 7). Aprés 40 jours, la
bande caractéristique  est bien présente dans
I'électrophorégramme de I'emmental, alors
qu'elle est moins visible dans le gruyeére.

Ces résultats démontrent que, malgré la tem-
pérature élevée de chauffage des fromages a
pate dure, une activité protéolytique résiduelle de
la présure est présente durant la période d'affi-
nage. Mais pour que la caséine asl-l ou le pep-
tide libéré asl-CN (f1-23) puissent éventuelle-
ment servir de source d'azote a la croissance
des bactéries lactiques, il faut qu'ils soient pré-
sents dans le lait des les premiéres heures de
fabrication. Des analyses électrophorétiques réa-
lisées avec le lait prélevé dans la chaudiere
durant la fabrication de plusieurs emmentals
dans notre fromagerie expérimentale ont montré
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I'apparition de la caséine asl-1 dans le lactosé-
rum, des la fin du décaillage (fig 2).

L'influence  des enzymes coagulantes de
R miehei (MM) et d' E parasitica (EP) sur I'appa-
rition de la caséine asl-l dans le lait aprés les
premiéres 24 heures de fabrication simulée a
aussi été étudiée. Des analyses électrophoré-
tiques ont montré que la caséine asl-I apparait
clairement en présence de présure et de MM,
alors que I'étalement de la bande de la caséine
asl aprés coagulation du lait par EP ne permet
pas d'identifier avec certitude la bande de la
caséine asl-1 (résultats pas montrés). En répétant
cette expérience avec une solution de caséine
as isolée, a la place de lait et en procédant a une
électrophorése en présence de SDS, on a remar-
qué que la conversion en caséine asl-l par MM
est presque totale, alors que la présure n'a hydro-

Fig 1. Profils des caséines obtenus en PAGE avec
urée, de trois types de fromages, en fonction du temps

d'affinage. Pistes 1,2, 3 : Raclette apres I, 10 et 40
jours d'affinage  respectivement; pistes 4, 5, 6 :
Emmental aprés |, 10 et 40 jours; pistes 7, 8, 9 :

Gruyére aprés |, 10 et 40 jours;
apres hydrolyse par la présure.
foncée correspond & asl-I.
Urea-PAGE patterns of three various cheeses as a
function of time of ripening. Lanes 1, 2, 3: Raclette
after 1. la and 40 d of ripening; tanes-t, 5. 6: Emmen-
tal after t, 10 and 40 d; lanes 7,8, 9: Gruyére after 1.
la and 40 d; lane la: &y casein after hydrolysis
by rennet, The anodic dark band correspond to
asl-1 casein.

piste 10: caséine ay
La bande anodique
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lysé qu'environ la moitié de la caséine native. En
présence de EP, la bande qui devrait corres-
pondre a la caséine asl-1 a migré Iégerement
plus lentement qu'avec les autres enzymes, et
I'électrophorése  a aussi montré un dédouble-
ment de cette bande. Ces résultats expliquent
l'aspect étalé de la région as et indiquent que
les produits de dégradation de la caséine as par
EP pourraient étre de poids moléculaire supé-
rieur a celui de la caséine asl-I ; le peptide libéré
contiendrait alors moins d'acides aminés que la
caséine agl-CN(f1-23).

Fig 2. Profils des protéines, obtenus en PAGE avec
urée, du petit lait de chaudiére, prélevé en cours de
fabrication. Pistel:  lait avant I'emprésurage ; pistes
2, 3 : petits laits prélevés apres le décaillage et en fin
de chauffage a 53 "C, respectivement.

Urea-PAGE patterns ofwhey proteins taken from the
vat at different times of manufacture. Lane 1: milk
before addition of rennet; lanes 2, 3: wheys sampled
after cutting the curd and after heating to 53 "C
respectively.
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Tableau 1. Influence des enzymes coagulantes sur I'accumulation des acides aminés par un levain mixte (CM),
mesurée du 1€rau 28 jour d'une fabrication simulée d'emmental.

Influence of coagulating enzymes on the accumulation of amino acids by a mixed starter (CM) as measured
between the Ist and the 28th day ofa simulated Emmental manufacture.

Ajouts au lait UHT Durée de simulation (j)
2 17 28
aa a aa aa aa
Présure 1,7 1,8 1,8 1,9
CM 170 3,2 73 14,4
CM + présure 6,2 8,8 17,2 29,6
CM + M miehei « 5,8 7,6 26,0 25,3
CM + E parasitica d 2,1 49 8,2 131

'Acides aminédibérés;mmoL  équivalenteucines Lesvaleurdesacidesaminégdu laitseulquiaugmentende 1,82 2,2 au
28' jourontétésoustraiteslesmesureprésentées. Rennilase®. Suparen®.

alLiberated amino acids; mmol/L leucin equivalent. b Values of amino acids in milk alone which increased from J.8 to 2.2 on/he
28th d were substracted from the vailles shown. cRennilase®. d Sliparen®.

Influence des enzymes coagulantes Le role de I'nydrolyse de la caséine asl par la
sur la croissance des bactéries lactiques d'un présure sur la croissance et la protéolyse ter-
levain et I'accumulation  des acides aminés tiaire des caséines par les bactéries lactiques a été

étudié en ajoutant quatre fois plus d'enzyme au
Le tableau 1montre que l'accumulation  des lait. Des souches de streptocoques thermophiles
acides aminés augmente réguliérement durant et de lactobacilles ont été analysées séparément

durant les 36 premieres heures de fabrication
simulée dans le lait. Les résultats (tableau II)
montrent qu'apres 24 heures, I'accumulation

des acides aminés par les streptocoques n'est
pas modifiée par la présure, car leur concentra-
tion, trés basse, correspond a celle d'un lait UHT
seul. Apres 36 heures, la concentration en acides
a celle mesurée dans le lait sans enzyme coagu- aminés n'a pas changé. Cela pourrait indiquer
lante. Cette différence subsiste tout au long de que le systéme protéolytique des streptocoques
I'expérience. En revanche, la coagulation du lait thermophiles  ne reconnalt pas les caséines

toute la durée de la simulation des 28 premiers
jours de maturation, y compris durant la période
en cave froide a 14 "C, du premier au )7e jour.
La présure et I'enzyme coagulante de MM pro-
voquent, des le premier jour, une accumulation
des acides aminés environ quatre fois supérieure

par EP ne provoque pas d'augmentation notable asl-l et asl-CN (f1-23) comme substrats, ou
de la concentration en acides aminés, ce qui que leurs peptidases n'ont pas encore été libérées
pourrait s'expliquer par la présence d'un sub- dans le milieu par la lyse cellulaire (Meyer,
strat différent de ceux obtenus avec les deux comm  pers).

autres enzymes coagulantes, comme décrit ci- L'accumulation  des acides aminés, en pré-
dessus. L'accumulation  des acides aminés par  sence de quatre fois plus de présure, a augmenté
les bactéries est donc augmentée par la présure denviron 50 % aprés 24 heures. Aprés
ou MM, ce qui confirme les résultats de Visser 36 heures, l'augmentation  des acides aminés

(1977). n'est plus que de 20 %. Ces résultats montrent
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Tableau Il. Influence de la présure sur l'accumulation

des acides aminés par L delbrueckii
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subsp lactis et

S thermophilus dans le lait, mesurée apres 24 et 36 heures de fabrication simulée d'emmental.

Influence of rennet on the accumulation
measured

L lactis
L lactis + présure

L lactis + présure x 4
S thermophilus
S thermophilus
S thermophilus

+ présure
+ présure x 4

of amino acids by L delbrueckii
in milk after 24 and 36 h of simulated Emmental

subsp lactis and S thermophilus as
manufacture.

Durée de simulation (h)

24 36
aa a aa
12b 3,1
3,4 438
52 58
18 18
2,0 25
2,2 0,7

a AcidesaminédibérésmmollLéquivalenteucines Lavaleurdesacidesaminégu laitseul,de 2,3, aétésoustraitalestrois

mesures avec L lactis.

alLiberated amino acids, mmol/L leucin equivalenr. b The value of 2,3 of amino acids in milk alone was substracted from the 3

values measured with L lactis.

que I'hydrolyse de la caséine asl par la présure
favorise l'accumulation  des acides aminés en
présence des lactobacilles. Ils suggerent aussi
que la présure pourrait étre le facteur limitant
de la production initiale des acides aminés,
comme proposé par Exterkate et Alting (1995),
Toutefois, des résultats récents obtenus apres
soumission du manuscript ont montré que l'accu-
mulation des acides aminés était proportionnelle
a l'intensité de la lyse des lactobacilles ; les pep-
tidases ainsi libérées dans le milieu dégradent
alors les peptides en acides aminés.

La présence de la caséine asl-l1 dans le caillé
d'Emmental déja avant la cuisson et l'augmen-
tation de la protéolyse tertiaire par les lactoba-
cilles en présence de présure lors de la fabrica-
tion simulée indiquent que les caséines asl-1 et
asl-CN  (fl-23) pourraient servir de substrats
au systeme protéolytique  de ces bactéries,
comme démontré pour Lactococcus lactis subsp
cremoris par Exterkate et Alting (1992), et ser-
vir de source d'azote a la croissance des germes.
Cette hypothése a été vérifiée en étudiant la ciné-
tique de croissance d'une souche de L del-

brueckii subsp lactis dans 10 mL de milieu

«épuisé», additionné de 200 ul, d'une solution de
concentration identique (15 g/L) de la caséine
asl' ~ou K,soumise a I'hydrolyse de la présure
durant les premieres 24 heures de fabrication

simulée, La figure 3 montre que la vitesse de
croissance en présence de la caséine asl est tres
lente, mais qu'elle est doublée aprés son hydro-
lyse par la présure. Toutefois, elle est inférieure
de moitié a la vitesse de croissance observée

avec la caséine ~ sur laquelle l'activité protéo-

lytique de la présure n'a pas d'effet. Enfin, les
lactobacilles  sont incapables  dutiliser la
caséine Kcomme source d'azote, ni ses hydro-

lysats, la para-K-caséine et le glycomacropep-
tide. Ces résultats suggérent que, dans le lait,
les lactobacilles utilisent préférentiellement,
pour leur croissance, la caséine ~ a la caséine
asl hydrolysée. On peut aussi évoquer une simi-
litude entre le type de protéase dont dispose-
raient les souches de lactobacilles analysées et le
type Pl décrit pour la souche HP de L lactis
subsp cremoris, dont la caséine ~ est le substrat
préférentiel, comparé aux caséines asl et K
(Exterkate et De Veer Gerrie, 1987),
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Fig 3. Courbes de croissance de L delbrueckii subsp
lactis dans 10 mL de milieu «épuisé», additionné de
200 ul. d'une solution de caséine (15 g/L), soumise
a 24 heures de fabrication simulée en présence ou non
de présure. Milieu «épuisé» additionné des caséines asl
sans (0), avec présure () ;~sans (...), avec présure
(11);x: sans (.), avec présure (O).

Growth ofL delbrueckii  subsp lactis in JO ml: of
‘exhausted’ medium, to which 200 jIL of a casein solu-
tion (J5g/L) was added after 24 h of simulated cheese
manufacture  with or without rennet. ‘Exhausted
medium with caseins a,1 without (O),with rennet (.);
f3 without (....), with rennet (11); k without (.), with
rennet (O).

Influence de laplasmine sur I'accumulation
des acides aminés et la croissance
des bactéries lactiques d'un levain

L'ajout au lait UHT, dépourvu de toute activité
résiduelle de l'enzyme, de 0,35 mg/L de plas-
mine, concentration moyenne du lait (Richard-
son et Pearce, 1981) n'a pas provoqué de modi-
fication notable de I'accumulation des acides
aminés, méme apres 4 j d'incubation des laits
avec le levain a 30 OC. Pour cette raison, les
résultats présentés ici ont été obtenus apres
adjonction de 1,5 mg/L de plasmine.

Le tableau Il montre que I'enzyme n'a aucun
effet sur l'accumulation des acides aminés dans
les laits sans enzymes coagulantes, ni dans les
échantillons coagulés par la présure ou par MM.

Une prolongation de I'expérience jusqu'au 55€
jour n'a pas modifié significativement les valeurs
du tableau Ill. Ces résultats confirment ceux qui
ont déja été publiés (Baer, 1995) ; ils indiquent
que les peptides produits par la présure ou par
MM ne sont pas hydrolysés par la plasmine ou,
s'ils le sont, les produits obtenus ne sont pas
dégradables en acides aminés par l'activité pro-
téolytique des bactéries du levain, tout comme
les peptides, directement issus de l'activité de
I'enzyme.

En revanche, on trouve environ 1,5 fois plus
d'acides aminés libres lorsque la plasmine est
ajoutée en présence de EP. Cette différence reste
constante jusqu'a la fin du stockage en cave
froide. Dés que les échantillons sont soumis a
la température plus élevée de la cave d'affinage,
l'accumulation  des acides aminés augmente
régulierement. Apres 55 j, elle est 2,2 fois plus
élevée (ce dernier résultat ne figure pas au
tableau Il1). Ces résultats suggerent que l'activité
protéolytique de EP a libéré d'autres peptides
que la caséine as]-l et Es,-CN (fl-23) qui sont,
a leur tour, hydrolysés par la plasmine, puis par
les peptidases des bactéries lactiques en acides
aminés. L'accumulation  des peptides a vrai-
semblablement eu lieu en tout début de la fabri-
cation simulée, car EP est encore plus sensible a
la thermodénaturation  que la chymosine de la
présure (Garnot, 1985).

La vitesse de croissance des lactobacilles du
levain est augmentée lorsque du lait, soumis a
I'hydrolyse de 1,5 ou 3,0 mg/L de plasmine
durant 3jours a 30 "C, est utilisé comme source
d'azote dans le milieu «épuisé». La figure 4
montre que les vitesses de croissance des bac-
téries sur le lait seul ou additionné de 1,5 mg/L
de plasmine sont tres similaires, lorsque le lait
n'est incubé que durant les 24 premiéres heures
de fabrication simulée. En revanche, le lait préa-
lablement incubé avec la plasmine pendant 3
jours augmente la vitesse de croissance, d'autant
plus que la concentration de I'enzyme est grande.
Ces résultats indiquent que le temps nécessaire
a I'enzyme pour hydrolyser les caséines est rela-
tivement long, méme a une concentration quatre
fois supérieure a la concentration moyenne du
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Tableau Il1. Influence de la plasmine sur I'accumulation
du le' au 28¢ jour d'une fabrication simulée d'emmental.
Influence ofplasmin

and the 28th day (if a simulated Emmental manufacture,
Ajouts au lait UHT

aa a
Plasmine 1,7
CM 17b
CM + plasmine 1,9
CM + présure 6,2
CM + présure + plasmine 51
CM +M mihei s 58
CM + M mihei + plasmine 54
CM + E parasitica ¢ 2,1
CM + E parasitica + plasmine 3,9
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des acides aminés par un levain mixte (CM), mesurée

on the accumulation of amino acids by a mixed starter (CM) as measured hetween the Ist

Durée de simulation (j)

2 17 28
aa aa aa
15 1,9 23
3,2 73 14,4
3,2 73 14,7
8,8 17,2 296
75 13,5 26,3
76 26,0 253
6,5 257 255
4,9 8,2 13,1
6,9 13,0 25,1

a Acides aminés libérés, mmollL équivalent leucine. b Les valeurs des acides aminés du lait seul qui augmentent de 1,8 a2,2 au
28C jour ont été soustraites des mesures présentées. . Rennilase®. ¢ Suparen®.

(/ Liberated
28th il IVere substracted from the values shawn , ¢ Rennilase®.

lait, et que les peptides produits sont utilisés par
les lactobacilles du levain pour leur croissance.

Il semble aussi que la concentration en plas-
mine native du lait soit insuffisante pour influen-
cer la croissance des lactobacilles ou l'accumu-
lation des acides aminés durant les 55 premiers
jours d'affinage de I'emmental. Cela confirme
les résultats d'une étude effectuée durant une
année entiére, sur le rapport entre la variation
du taux de plasmine dans le lait de chaudiére et
la concentration de la fraction azotée soluble
(WSN) dans les emmentals: malgré I'augmen-
tation de I'acti vité de la plasmine dans les laits
des mois d'hiver, due a la période de lactation
aprés vélage, aucune corrélation vraiment signi-
ficative entre l'activité de l'enzyme et la frac-
tion WSN n'a été observée (Baer et Ryba, 1991).

Collin et al (1987) ont démontré
que les caséines vy issues de I'hydrolyse de la
caséine ~ par la plasmine, apparaissaient déja
aprés 20 heures de fabrication du gruyére et que

Toutefois,

amino acids; mmol/Il: leucin equivalent. b Values 0of amino acids in milk a/olle whicli increased from 1.8to 2.2 oIl the
d Suparen®

leur concentration en cours d'affinage dépen-
dait du taux de plasmine dans le lait, alors que
Benslimane et al (1990) démontraient que les
laits a faible concentration en caséines y conte-
naient peu de plasmine, mais ceux contenant
une forte proportion des caséines y ne présen-
taient pas une grande activité de I'enzyme.

D'une fagon générale, I'importance de la
plasmine sur la protéolyse des fromages a pate
dure en cours d'affinage est peut-étre suresti-
mée, car l'activité de I'enzyme est trés réduite au
pH de 50 a 5,3 de I'emmental, et la transfor-
mation du plasminogéne en plasmine, en cours
de maturation, est ralentie par les inhibiteurs des
activateurs du plasminogene, actifs dans le lait
cru utilisé (Richardson, 1983a). En revanche,
on ne peut pas exclure que le taux de plasmine
dans le lait au moment de la traite (Fox, 1989),
dont la valeur varie en fonction de la période de
lactation (Richardson, 1983b) n'influence la
teneur en caséines yet la concentration de la
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Fig 4. Courbes de croissance de L delbrueckii subsp
lactis dans 10 mL de milieu «épuisé», additionné de
200 ul, de lait UHT soumis a 24 heures de fabrica-
tion simulée en présence de plasmine, sans présure ni
levain, ou préalablement incubé avec la plasmine

durant 3jours avant la simulation. Lait UHT sans plas-
mine (.), avec quatre fois la concentration moyenne
de plasmine dans le lait (e) ;lait UHT incubé 3jours
avec quatre fois (d) et huit fois (A.) respectivement

la concentration moyenne de plasmine.

Growth ofL delbrueckii ~ subsp lactis in JO ml: of
‘exhausted’ medium, ta which 200 J.1lof UHT milk
was added after its incubation for 24 h of simulated
cheese manufacture with plasmin in the absence of
rennet and starter, or previously incubated with plas-
min for 3d before simulation. UHTmilk without plas-
min (.), with four times the average concentration of
plasmin in milk (e); UHT milk previously incubated
for 3 d with four times (d) and eight times (....)
respectively the average plasmin concentration, before
simulation.

fraction protéoses-peptones  d'un lait, avant sa
transformation en fromage, s'il n'est pas rapi-
dement refroidi a la ferme. Il pourrait alors conte-
nir suffisamment de peptides pour accélérer la
vitesse de croissance des bactéries des levains
lors de la fabrication des fromages; cela pourrait
étre l'une des causes de l'augmentation de la
concentration en acides aminés dans les Emmen-
tals qui présentent une fermentation secondaire,
surtout pour ceux fabriqués avec les laits d'hiver,
dont la concentration en plasmine est élevée.

CONCLUSION

La méthode de fabrication simulée utilisée dans
cette étude a permis d'obtenir rapidement et faci-
lement des renseignements sur la croissance et le
potentiel protéolytique des bactéries des levains
ou de leurs souches isolées. En appliquant cette
technique au criblage des levains de notre Station
de recherches, il a été possible de choisir des
bactéries et des levains en fonction de leur acti-
vité protéolytique et d'agir sur la concentration

en acides aminés des emmentals, fabriqués dans
notre fromagerie expérimentale (Baer, 1995).
Les résultats préliminaires ont aussi montré que
les caractéristiques protéolytiques d'un levain
pouvaient dépendre de l'enzyme coagulante uti-
lisée et que la croissance des lactobacilles ne
dépendait pas de la concentration en acides ami-
nés libres. Cela pourrait indiquer que l'accu-

mulation des acides aminés est due aux pepti-
dases des lactobacilles, échappées des cellules au
moment de leur lyse. Dans ce cas, la lyse cel-
lulaire devrait commencer dés le début de la
croissance des bactéries.

L'application d'un milieu de culture «épuisé»
a I'étude des substrats protéiques, préférentiel-
lement dégradés par les bactéries lactiques, a
permis de déterminer avec précision l'influence
spécifique de chaque caséine sur la cinétique de
croissance des germes. On pourrait utiliser cette
méthode pour étudier la spécificité des systemes
protéolytiques et peptidasiques des bactéries en
remplagant les caséines par divers peptides.
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