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Physiologie, métabolisme

Aspect qualitatif de I'activité protéolytique
des lactobacilles thermophiles utilisés en fabrication
de fromages a pate pressée cuite

Marie-Amélie GioParRD?, Marc SHMITTP, Eric FERREARDR,
Jean-Francois i@wmBa2

a|TFF, 419 route des champs laitiers, BP 30, 74801 La Roche-sur-Foron Cedex, France
b | ARF-ITFF, rue de la laiterie, BP 19, 25620 Mamirolle, France

Abstract — Qualitative aspect of proteolytic activity of thermophilic lactobacilli using in Swiss
cheesesThe average peptidic pattern was established from 253 French Emmental cheeses sampled
in 50 factories. It contained 53 peptidic peaks, 4 of which were the most important in quantity. Two
Lactobacillus helveticustrains and fivd.actobacillus delbrueckssp.lactis strains were tested in
Emmental experimental cheesemaking in association with three different propionic strains
(21 cheeses). Theropionibacterium freudenreichditrains did not affect the peptidic pattern of
ripened Emmental cheese. On the other hand, 13 peptidic peaks were significantly influenced by
the thermophilic lactobacilli strain. The two species of thermophilic lactobacilli were discriminated

by three peptidic peaks. Seven peptidic peaks were correlated with the ammonia amount in ripened
Emmental cheese. No significant correlation was found between peptidic peaks and SN/TN and
NPN/TN. At the same time, the peptidic pattern produced by the seven lactobacilli strains were stud-
ied in laboratory. The most specific peptidic peak of the French Emmental cheese were not found by
using the Hammarsten casein as substrate. Another substrate, similar to hard cooked cheeses,
lyophilized and sterilized by ionisation was tested. This substrate was obtained with microfiltered milk
and Streptococcus thermophilgsrains only. This substrate digested by thermophilic lactobacilli
allowed to find the specific peptidic peaks of the French Emmental cheese. For example, the 14th peak
obtained in laboratory was significantly different according to lactobacilli species, as it was observed
in the Emmental cheese experiments. This peak distinguished the strains insldedtibrueckii
ssp.lactistoo.

peptidic pattern / proteolysis / thermophilic lactobacilli / Emmental
Résumé— Le profil peptidique moyen de I'Emmental francais est établi & partir de 253 profils

recueillis dans 50 fromageries. Il comprend 53 pics dont 4 majeurs d’'un point de vue quantitatif.
Deux souches deactobacillus helveticust 5 souches deactobacillus delbrueckisp.lactisont été
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testées en fabrication expérimentale d’'emmental avec 3 souches de bactéries propioniques diffé-
rentes (21 fromages). La soucheRitepionibacterium freudenreichii'influence pas le profil pep-

tidique de lemmental affiné. En revanche, 13 pics du profil peptidique sont significativement influen-
cés par la souche de lactobacilles thermophiles ensemencée. Trois pics discriminent I'espece. Sept pics
sont corrélés avec le taux d'ammoniaque des emmentals affinés ; aucune corrélation significative n'est
mise en évidence entre les pics des profils peptidiques et NS/NT ou NPN/NT. Le profil peptidique
produit par les 7 souches de lactobacilles utilisées en fabrication est également étudié au labora-
toire. Les pics majeurs caractérisant 'emmental ne sont pas retrouvés en utilisant la caséine Ham-
marsten comme substrat. Un substrat fromage lyophilisé et stérilisé par ionisation a été réalisé a
partir de mini fromages de fabrication type pate cuite, élaborés avec du lait microfiltré et Sipepde
tococcus thermophilug\vec un tel substrat hydrolysé par les lactobacilles thermophiles, nous retrou-
vons les pics majeurs du profil peptidique de 'emmental. Le pic 14 obtenu au laboratoire est signi-
ficativement différent selon I'espeté. helveticuu Lb. delbrueckiissp.lactis, comme nous

I'avons observé en fabrication expérimentale d’'emmental. Il discrimine également la souche au sein
de I'especé.b. delbrueckissp.lactis.

profil peptidique / protéolyse / lactobacille thermophile / emmental

1. INTRODUCTION et al. [12] ont récemment montré que le pro-
fil peptidique de I'emmental est différent

Streptococcus thermophilus, Lactoba-de_ celui des autres fromages a pate pressée
cillus delbrueckisspllactis etLactobacillus ~ Cuite : Comté et Beaufort. Cette technique
helveticusnterviennent précocement dans Igf St ut|I|see'cqmme'3 moyen d’étude de
fabrication de I'emmental par leur activité' aSPect qualitatif de I'activité protéolytique
acidifiante [5]. Les streptocoques thermodes lactobacilles thermophiles. L'influence
philes ont une faible activité protéolytiqued® & souche deb. helveticusouLb. del-
[1], ce qui n'est pas le cas des Iactobacillesrue,Ck",SSIO'!aCt'S ensemencee, lors de la
thermophiles [7]. Leur potentiel protéoly- fabrication d'emmental, sur le profil pepti-
tique est susceptible de s’exprimer dés 18ique du fromage affiné est étudiee. Une
pressage, stade auquel ils atteignent ledp€thode est mise au point au laboratoire
concentration maximale [2], jusque dans |germettant de s_electlonn,er_ judicieusement
fromage affiné ou l'autolyse cellulaire a étg/€S Souches, voire de predire leur compor-
montrée [22]. tement en fabrication.
Le profil peptidique moyen de 'emmen-

L'ét résentée ici s'inscrit dans un . PP o
etude presentée ici s'inscrit dans etalfranga|saetedef|n| en premier lieu.

démarche générale de recherche d’'une (ou
de) méthode(s) pertinente(s) de sélection
des souches de lactobacilles thermophiles
sur leur activité protéolytique globale (pro-
téinasique, peptidasique, autolytique) tout 2.1. Chromatographie liquide haute
comme nous l'avons précédemment fait = .performance en phase inverse
pour I'activité acidifiante [4]. (CLHP-PI)

2. MATERIEL ET METHODES

L'utilisation de la chromatographie
liquide haute performance en phase inverse Dix grammes de fromage mouliné sont
(CLHP-PI) comme moyen de détermina-homogénéisés au Stomacher dans 25 mL
tion de profils peptidiques de fromages estl’eau + 0,1 % d’acide trifluorocacétique
de plus en plus utilisée [13, 17]. Grappin(TFA) + 5 % de NaCl [15]. La matiere
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grasse est éliminée par centrifugation §Texel, Dangé Saint-Romain, France)
2 000 trsmin~1; 10 min & 4 °C. Le surna- et bactéries propioniques : Cocktail PAL,
geant est filtré sur filtres Whatman n° 40,0,01 gL~! (Standa, Caen, France). Trois
puis traité par un mélange chloroforme-souches de lactobacilles thermophiles de la
méthanol 2/1 (v/v) [16]. Apres centrifugation collection du Syndicat Interprofessionnel du
10 min & 3 000 trmin~t, le méthanol pré- Gruyére Francais (SIGF) sont testées sépa-
sent dans la phase aqueuse est évaporé soément : 2 souches deactobacillus del-
vide (40 °C, 2,5 min). L'échantillon est fil- brueckiissp.lactis et 1 souche deb. hel-

tré a 0,45um. On obtient ainsi la fraction veticus Une culture mére est effectuée sur
peptidique hydrosoluble. laitG (ITFF) reconstitué a 10 % et addi-

La chaine de CLHP-PI est constituéetionné de 0,5 % d’extrait de levure. La cul-

d'une pompe 9010, d’un passeur d'échanture est incubée a 44 °C jusqu’a une acidité

tillons 9095 et d'un détecteur a barrette déjef .70 °D. Les ferments sont préparés sur
diodes 9065 (Varian, Sunnyvale, USA). Lamllleu tha}g‘ex LB (Standa, C,agan, Forance)
colonne est une Lichrospher 100 RP-1geconstitue a 13,5 % et chautfe a 90 *C pen-
(250x 4 mm : 5um) (Merck, Darmstadt dant 30 min. lls sont ensemencés avec 10 %

Allemagne). Avant chaque analyse, le matége la culture mere et incubés a 42 °C jusqu’a

riel est controlé par injection de 4 peptide&'d.ne acidite de 100 °D. lls sont ensuite refroi-
étalons B-Interleukine-| (163—171), ACTH dis rapidement a une température inférieure
(11-24), Bradykinine et pGluPrd Sub- 2 15 °C et stockes a 4 °C jusqu'au lende-
stance P (6-11) (Neosystem LaboratoireMa!n- Pourchaque, Iactobacﬂle teste, 3 repe-
Strasbourg, France). Le dernier peptide edfions sont effectuées, soit 9 fromages fabri-
appelé arbitrairement peptide E. VingtdUues: APres saumurage, les mini fromages
microlitres de ce peptide E sont ajoutés or)t‘paretffmes,fpugs, e:cm;_ﬂnes lej a %Il Cet
300pL de la fraction peptidique hydroso- .g.l a24°C.Enfinda 'n‘i"gﬁ’ 1€ pron rp])ep—
luble du fromage. La séparation est obtet', Ique par CLHP-PI est realise pour chaque
nue par un gradient linéaire de 45 min (débi'Eepet't'on'
de 1 mLmin-1) permettant de passer de
99 % de tampon A (50 + TFA 0,1 %) et 5 3. Fabricati L |
1 % de tampon B (acétonitrile (GEN) + 3. Fabrication experimentale
TFA 0,1 %) & 25 % de A et 75 % de B. La d'emmental
détection se fait entre 190 nm et 300 nm par
l'intermédiaire du détecteur a barrette de Les fabrications d’emmental sont
diodes. Le profil a 215 nm est essentielleconduites a I''TFF de La Roche-sur-Foron
ment exploité. (74) a partir de lait thermisé a 63 °C pen-
dant 20 s. Elles sont réalisées en cuves de
1 000 L ; 900 kg de lait environ sont mis en
2.2. Mini fabrication de fromages ceuvre pour obtenir un emmental de 75 kg
a pate cuite environ. Le lait est maturé 1 h a 32 °C apres
ensemencement etreptococcus thermo-
Les mini fabrications sont conduites aphilus: PAL/ITG ST82-87 (Standa, Caen,
I'I'TFF de Rennes (35) avec du lait épuré paFrance), lactobacilles thermophilesPeb-
microfiltration [20]. Elles sont réalisées enpionibacterium freudenreichiSept souches
cuves de 10 L ; 10,3 kg de lait environ sontle lactobacilles thermophiles de la collection
mis en ceuvre pour obtenir un mini fromagedu SIGF sont testées séparémenta&o-
de 800 g environ. Le lait est ensemencé ebacillus delbrueckissp.lactis et 2 Lacto-
lactocoques : MAO14, 4000 L1 (Texel, bacillus helveticusChaque lactobacille est
Dangé Saint Romain, Franc&jreptococ- associé a 3 souches différentes de bactéries
cus thermophilus TA060, 7 U1 000 -1 propioniques de la collection du SIGF, soit
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21 emmentals fabriqués. Les ferments d87 °C sur laitG (ITFF), dans 300 mL de
lactobacilles sont réalisés de la méme facolaitG reconstitué a 10 %, additionné de
qu’en minifabrication. 0,2 gL 1de MgSQ, 0,05 gL~1de MnSQ
Les fromages sont affinés 15ja 12 ocet5mL d,e pourpre de bromocrgsol al %
15 j entre 15 et 16 °C, puis une quarantain, ©OUt prea!abllgment centrifugé 10 min a
de jours & 22-23 °C et 80-82 % d’humidité-L ?09 trsmirr - a 10 °C. Lgr‘cuba"‘éf‘ est
relative. Pour chaque emmental affiné sorfcaliSee a 44 °C jusqu'a obtention d'un pgl
dosées les fractions azotées : azote totgPMPrIS entre 5,2 et 5,4, soit au virage de
(NT), azote soluble a pH 4,6 (NS), azot indicateur du pourpre au vert. La récupé-
soluble dans l'acide trichloracétique a 12 (y{:%tll?unrgedsecle(l;urfi Zee fgl':r:'f)eri?ig)o duit 3ela
(NPN) [10], ammoniague (Nf). Le profil 1 molL~1 et 40 mL de solution saline tgm—
peptidique de la fraction hydrosoluble du i ) L
fromage est établi par CLHP-PI. ponnée (NaCl : 8,5 g, glycérophosphate de
sodium : 5 g, Tween 80 : 1 mL, eau distil-

lée: 1L, pH 7). Aprés 20 min a température
2.4. Profils peptidiques ambiante, la culture est centrifugée 7 min a
en conditions de laboratoire 4 000 trsmin—t, & 6 °C. Deux lavages suc-
cessifs sont réalisés dans la solution précé-
2.4.1. Préparation des suspensions  dente a 2 500 tnein~%, 7 min & 6 °C. La
cellulaires concentration cellulaire est standardisée a
5 (+0,2)x 108 ufc-mL—1 par spectrophoto-
Aprés avoir vérifié le pouvoir inducteur métrie a 650 nm. Les cellules sont perméa-
du lait sur les enzymes protéolytiques (Fig. 1)ilisées par ajout de Triton100 a 0,05 %,
comme 'ont déja démontré Ezzat et al. [920 h minimum a -35 °C.
ou Exterkate [8], une méthode de prépara-
tion des suspensions cellulaires sur miliey,
lait a été mise au point.

La perméabilisation permet de simuler
s conditions d’autolyse cellulaire des lac-
tobacilles thermophiles dans I'emmental

La souche a tester est ensemencée[22]. Ainsi, I'expression enzymatique intra-
2%, a partir d’'une préculture d’'une nuit acellulaire telle I'activité aminopeptidasique

&q nmol NH,.h™
10
o Figure 1. Pouvoir inducteur
milieu synthétique (MRS) dy lait sur les enzymes pro-
8 | W 1aitG (ITFF) téolytiques. Dosage des

groupements aminés libres
par I'orthophtaldialdéhyde
apres précipitation au TCA
2% ; hydrolyse de la caséine
Hammarsten & pH 5,5 et
40 °C.

Figure 1. Inductive capac-
ity of milk on proteolytic
enzymes. Titration of free
amino group by orthophtal-
dialdehyde after precipita-
tion by TCA 2%; hydrolysis

; ‘ of Hammarsten casein at
LHA LHGG LLDE pH 5.5 and 40 °C.
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[19] peut s’exprimer. Seule la perméabili- 2.4.3. Mélange de digestion
sation cellulaire permet d’obtenir des profils
peptidiques aussi riches que ceux des A6 mL de solution caséique (16,6.g'
emmentals (nombre et surface des pics). de caséine Hammarsten ou 23;Z g de
substrat fromage ST 4 h dans du citrate tri-
2.4.2. Substrats d’hydrolyse sodique a 2 % ; azote total a un taux équi-
valent dans les 2 cas) sont ajoutés 10 mL
Un substrat appelé substrat fromage ST 4 #ie tampon citrate trisodique 0,2 ot/
a été élaboré & partir d’'un mini fromage deacide acétique 0,2 mbt (v/iv) & pH 5,13 et
fabrication type pate pressée cuite au la# mL de suspension cellulaire. Le pH final
écrémé épuré par microfiltration (ITFF, du mélange de digestion est de 5,5. L’hydro-
Rennes). Le lait a été ensemencé a 1,2 %yse dure 96 h, en bain-marie a 20 °C.
avec une culture dstreptococcus thermo- L'arrét des réactions enzymatiques se fait
philusPAL/ITG (Standa, Caen, France). Lapar choc thermique 30 min a 80 °C. Un
fabrication s'est déroulée selon le protocoléémoin sans suspension cellulaire est réa-
précédemment décrit [20]. lisé ; il n"évolue pas au cours de l'incuba-

Apres 4 h de pressage, le fromage (pH 5,§50n'
est préleve, puis congelé. Aprés décongé-
lation, le fromage est découp€, mouliné et 5 5 Trajtements statistiques
lavé (déminéralisation, délactosage), puis
mis en suspens[onodans une solution de | oq analyses de variance et corrélations
citrate trisodique a 2%. Une pate NOmogeng,; taites avec I'aide du logiciel statistique

est obtenue. Elle est alors lyophiliséegT a1 TCE (version 5
(Lyophal, Salon de Provence, France), puis ( )

aseptisée par ionisation a 20 kGy (lonisos,
Dagneux, France).

La caséine Hammarsten (Merck, Darm-
stadt, Allemagne), caséine acide obtenue 3.1. Profil peptidique moyen
par acidification d’un lait écrémé non pas- de 'emmental francais
teurisé [14] est également utilisée. La com-
position caséique de ces substrats a été déter-Le profil peptidique moyen (a 215 nm) de
minée par électrophorése SDS de la fractiolemmental frangais est établi & partir de
insoluble a pH 4,6 [6]. La caséine Ham-253 profils recueillis dans 50 fromageries
marsten ne contient pas de caséineskpara(32 % de fromages au lait thermisé et 68 %
B dégradée atsl1-l, issues de 'action de la de fromages au lait cru), se répartissant dans
chymosine et de la plasmine (Tab. I). 15 départements producteurs d’emmental

3. RESULTATS ET DISCUSSION

Tableau I. Electrophorése en SDS de la fraction insoluble a pH 4,6 de la caséine Hammarsten et du
substrat fromage ST4h (% NT). (-) : absence.

Table |. SDS electrophoresis of pH 4.6 insoluble fraction of Hammarsten casein and substrate cheese
ST 4 h (% TN). (-): no present.

parK [Bdégradéey2 3 yl K B as2 asl asl-l X

Caséine Hammarsten ) 1,6 16 1,2 40 57 334 35,4 (-) 245
Substrat fromage ST4h 10,7 11,0 95 20 93 (- 27,7 58 446 10,9 21,6
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francais (Est et Ouest de la France) et sur 3.2. Mini fabrication de fromages

une période de 3 années (1997, 1998, 1999). a péte cuite

L’échantillonnage choisi est représentatif

de la diversité de la production d’'emmental L’effet de la souche de lactobacilles ense-

francais. mencée sur le profil peptidique des fromages

affinés a été déterminé par analyse de

Le profil peptidique moyen de 'emmen-variance i = 9). Sur 56 pics analysés,

tal francais est compose de 53 pics. Les pic&7 sont significativement différents (sur-

numérotés 10, 12, 13 et 15 (Fig. 2) sonface des pics) au seuil de 1 %o selon la

majeurs d’'un point de vue quantitatif (sur-souche ensemencée. Vingt pics apparais-

face du pic) et présents dans tous les preent significativement différents selon

fils étudiés. Les pics numérotés 7, 8, 14, 1d,especeLb. helveticusou Lb. delbrueckii

25 et 30 sont présents dans plus de 90 ®sp.lactis. Quinze pics sont différents selon

des profils étudiés. Sur les 53 pics mis el souche deactobacillus delbrueckssp.

évidence, 5 sont peu fréquents (moins digctisensemencée.

10 % des profils étudiés). Trente neuf sont | es 4 pics : 10, 12, 13 et 15 majoritaires

retrouvés dans plus de 60 % des cas. Neyhr leur surface dans 'emmental se retrouvent

sont présents dans 30 % a 60 % des profir les profils peptidiques des mini fromages

étudiés. (comparaison des spectres d’absorption entre
200000 - 80
10 13 15
180000 +{ 0.1 9 PP ol 70
x N 12| 14 e
160000
M o 1 60
140000 + =
=
> + 50 ;
8 120000 | a
e p
= <
£ 100000 | 40
» +
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€ 80000 | | 30 ‘23
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24 20
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v 10
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Figure 2. Représentation schématique du profil peptidique moyen de la fraction hydrosoluble de
'Emmental frangaisr(= 253). Colonne : Lichrospher 100 RP-18 ; solvant A,©OH TFA 0,1 %,
solvant B = CHCN + TFA 0,1 % ; gradient : 99%deA+l%deBaZS%deAet?S%de B en
45 min ; débit : 1 mlmin?; detectlon 215 nm.

Figure 2. Schematic representation of average peptidic patterns of water-soluble fraction of French
Emmental cheese € 253). Column: Lichrospher 100 RP-18; solvent A;OH TFA 0.1%, solvent

B = CH,CN + TFA 0,1%; gradient: 99% A + 1% B to 25% A and 75% B in 45 min; rate: -fnimrt?;
detection: 215 nm.
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190 et 300 nm des profils de 'emmental efl % selon la souche de lactobacilles ense-
des mini fromages). Ces 4 pics ne permettembencée (Fig. 3). Aucune différence n'appa-
pas de discriminer les 3 souches de lactaait sur I'aire totale des chromatogrammes,
bacilles testées. ni sur le nombre de pics en fonction de la
Ainsi, I'analyse des résultats obtenus er§ouche de lactobacilles ensemencée. Parmi

mini fabrication de fromages a pate cuite €S 4 Pics majeurs : 10, 12, 13 et 15 carac-

montre que le profil peptidique des froma egérisgnt ','e'_“me”ta' fre}ngais, les pics 12 et
que '€ Protw pepidiq g ok discriminent I'espece de lactobacilles

bacilles thermophiles ensemencée. ensemencee. Le pic 12 est moindre pour
i . ) Lactobacillus helveticusomparativement

Il a réecemment été montré que le profily | actobacillus delbrueckisp lactis. C'est
CLHP de l'azote soluble du cheddar dépentinyerse dans le cas du pic 15. Parmi les
dait fortement de la souche de lactocoqugytres pics, le pic 14 discrimine également
utilisée [18, 21] Plus eXaCt'ement, que |q’espéce :sa surface est plus faible d\a
type de spécificité des protéinases de parghpacillus helveticugFig. 4). Une diffé-
déterminait fortement le profil CLHP. rence significative est observée selon la
souche de lactobacilles ensemencée pour
les pics 0.1, 9, 10.1, 13.1, 13.2, 16, 22, 23,
24 et 33. Une analyse en composantes prin-
cipales ne laisse pas apparaitre de groupes de

. souches.
Comme précédemment, I'effet de la

souche de bactéries propioniques et de Aucune corrélation significative n’est
lactobacilles thermophiles ensemencée supise en évidence entre les pics des profils
le profil peptidique de 'emmental a étéPeptidiques et NS/NT ou NPN/N € 21).
déterminé par ana|y5e de variance Ql) En revanche, 7 pics sont corrélés aV_eC,Ie
Quarante huit pics, sur les 53 potentiellefaux d'ammoniaque des fromages affinés
ment présents dans I'emmental, sont mis eff ab. Il). Les pics 13.2 et 15 sont corrélés
évidence dans les fromages expérimentauROSitivement au seuil de 1 %o au taux
Les pics absents dans les fromages expéfLammoniaque.

mentaux sont ceux peu fréquents dans
'emmental francais (< 10 %).

3.3 Fabrication expérimentale
d’emmental

o ) 3.4. Profils peptidiques en conditions
Les souches deropionibacterium freu- de laboratoire

denreichiitestées n’influencent pas le pro-
fil peptidique des emmentals affinés. De

N | hes étudié il Les profils peptidiques sont trés diffé-
meme, les souches etudiees ninfluencent s an fonction du substrat d’hydrolyse.

]E)astl_a proteo![){se mtezurﬁe par Ie.dosag%dﬁés pics majeurs caractérisant 'emmental ne
ractions azotees et de fammoniaque. &Egq, pas retrouvés en utilisant la caséine

résultats confortent les travaux de Gagnairg, nmarsten (Fig. 5). De plus, sur ce sub-
et al. [11] confirmant le faible impact des a4 e peptide étalon E est masqué, alors
bactéries propioniques dans la prot€olysg, i 5 justement été choisi pour apparaitre
secondaire de 'emmental. Onze peptidases |, temps oll aucun pic n'existe dans
ont eté car.actérisées dont la plupart sonflymmental. La caséine Hammarsten ne
intracellulaires [11]. En I'absence d'auto-yoate has I'état d’hydrolyse dans lequel est
lyse [22], I'activité protéolytique des |5 caqgine du fromage en début de fabrica-
bactéries propioniques ne semble pas poy,y orsque les enzymes bactériennes inter-
VoIr S'exprimer. viennent. En revanche, les pics 10, 12, 13

Parmi les 48 pics, 13 sont significative-et 15, majeurs dans 'emmental affiné, se
ment différents quantitativement au seuil deetrouvent avec le substrat fromage ST 4 h



190 M.-A. Chopard et al.

[LHEF FLHAIB MLLF| ELLBZE MLLBBI HLLEA BLLEG]
unités arbitraires

(}0

Figure 3. Pics significativement différents au seuil de 1 % a 1 % issus des profils peptidiques

des Emmentals expérimentaux fabriqués avec 7 souches différentes de lactobacilles thermophiles
(LL : Lb. delbrueckissp.lactis; LH : Lb. helveticuk

Figure 3. Peaks of peptidic patterns significantly different (1%. or 1%) in experimental cheeses

making with seven different thermophilic lactobacilli strains (Lb: delbrueckiissp.lactis; LH:
Lb. helveticus
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Figure 4.Pics 12, 14 et 15 issus des profils peptidiques des emmentals expérimentaux fabriqués avec

7 souches différentes de lactobacilles thermophiles (. delbrueckissp.lactis; LH : Lb. hel-
veticus.

Figure 4.Peaks 12, 14 and 15 of peptidic pattern in experimental cheeses making with seven diffe-
rent thermophilic lactobacilli strains (LLb. delbrueckissp.lactis; LH: Lb. helveticul
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mis au point (comparaison des spectres L'effet de la souche de lactobacilles ther-
d’absorption). La pertinence de I'utilisation mophiles sur le profil peptidique des hydro-
d’'un substrat plus proche du fromage eslysats a été déterminé par analyse de
donc démontrée (Fig. 6). variance = 14). Quinze pics apparaissent
significativement différents au seuil de 1%
selon la souche testée. Aucune différence
Tableau Il. Corrélations entre les pics pepti- N'apparait sur l'aire totale du chromato-
diques et le taux d’ammoniaque obtenus sur legramme, ni sur le nombre de pics du profil

emmentals affinésx : niveau de signification peptidique, selon la souche de lactobacilles
selon Muller-Newman-Storm. testée

Table II. Correlations between peptidic peaks . . . ,
and ammonia amount in ripened Emmental Parmi les 4 pics majeurs de 'emmental,
cheesesa: signification level according to les pics 10 et 15 sont significativement dif-
Muller-Newman-Storm. férents selon la souche. Les pics 12 et 15 ont

précédemment été montrés comme discri-

N* pic rpourm =19 minant 'espéce en fabrication expérimentale
7 0571 6= 1% d’emmental. Le pic 15 discrimine la souche
91 0'653(" B 1 0/0) au laboratoire, mais I'effet espéce n’est pas
0 0,5853 _1 0/0; retrouvé. De méme, I'effet espéce démontré
12 —0,602(ﬁ : 1 0/0) sur le pic 12 dans les fromages affinés n’est
132 0’84803 _ 1 cy°) pas retrouvé. Le pic 10 significativement
14 —0’562(ﬁ _ 1 0;;) différent au laboratoire ne I'est pas en fabri-
15 0’845¢ =1 %) cation expérimentale d'emmental. La for-
' mation de ces pics est vraisemblablement
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Figure 5. Profil peptidique schématique de la caséine Hammarsten hydrolysée par la souche de

Lb. helveticusTG LHEF en cellules perméabilisées a 20 °C pendant 96 h (E = peptide étalon).

Figure 5. Peptidic pattern of Hammarsten casein after hydrolysis by permeabilized dddlshef-
veticusstrain ITG LHEF at 20 °C during 96 h (E = standard peptidic).
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Figure 6. Profil peptidique schématique du substrat fromage ST 4 h hydrolysé par la souche de
Lb. helveticusTG LHEF en cellules perméabilisées & 20 °C pendant 96 h (E = peptide étalon).

Figure 6. Peptidic pattern of cheese substrate ST 4 h after hydrolysis by permeabilized cells of
Lb. helveticustrain ITG LHEF at 20 °C during 96 h (E = standard peptide).
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Figure 7. Comparaison du pic 14 issu des profils peptidiques des emmentals expérimentaux et du sub-
strat fromage ST 4 h hydrolysé par 7 souches différentes de lactobacilles thermophiles en cellules per-
méabilisées a 20 °C pendant 96 h (LLLb: delbrueckissp.lactis; LH : Lb. helveticus

Figure 7. Comparison of peak 14 of peptidic pattern in experimental Emmental cheeses and substrate
cheese ST 4 h hydrolysed by permeabilized cells of 7 different thermophilic lactobacilli strains at
20 °C during 96 h (LLLb. delbrueckissp.lactis; LH: Lb. helveticus
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la résultante de systémes protéolytiqueMamirolle), R. Richoux (ITFF, Rennes),
complexes, ce qui explique les différences. Zimmermann, M.A. Poisson et C. Laffin

observées entre le laboratoire et le fromag '
Les lactobacilles thermophiles ne sont pa

TFF, La Roche-sur-Foron), L. Vigouroux
Stage DESS Industries Laitieres 1998-1999),
insi que C. André (ITFF, La Roche-sur-Foron)

les seuls intervenants dans le processygyr |a dactylographie.

d’'affinage de 'emmental. C’est la résul-
tante de tout un écosystéme microbien qui
permet d’obtenir le produit fini. Les lacto-
bacilles hétérofermentaires facultatifs et les
pédiocoques jouent un réle important dangi]
la protéolyse [3]. La population est de
I'ordre de 16 ufc.g-! d’emmental affiné.

lls constituent de ce fait ce qu’on appelle la
« flore lactique d’affinage ». 2]

Le pic 14 obtenu au laboratoire est signi-
ficativement différent selon I'espétac-
tobacillus helveticusu Lactobacillus del- [3]
brueckiissp.lactis, comme en fabrication
expérimentale d’'emmental (Fig. 7). Il est
trés peu présent avec un ensemencement
Lb. helveticusll discrimine également la
souche au sein de I'espdde. delbrueckii
ssp.lactis: il est significativement moindre
pour 2 des 5 souches testées. Ainsi, la résup!
tante de la formation de ce pic peptidique
semble étre le fait de I'action des enzymes
protéolytiques de la souche de lactobacilles]
thermophiles ensemencée.

(7]
4. CONCLUSION

Une méthode de sélection des souches
de lactobacilles thermophiles sur I'aspect
qualitatif de leur potentiel protéolytique, par(s]
détermination du profil peptidique, est dis-
ponible et permet d’obtenir des profils simi-
laires a ceux de 'TEmmental francais et disyg
criminant les espéces et les souches. Cette
méthode peut étre introduite au laboratoire
comme moyen de caractérisation des
souches de lactobacilles thermophiles deffio]
tinées a la fabrication d’emmental.

(11]
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