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Résumé'

On se propose d’accélerer affinage du Saint-Paulin en utilisant un nouveau
procédé de bioencapsulation d’enzyme protéolytique élaboré au laboratoire. Dans un
premier temps, on observe l'influence du polymere de recouvrement sur la libération
de 1a substance active. Cette premidre étape ayant donné des résultats concluants, nous
suivons l'influence de 1'immobilisation enzymatique sur la protéolyse du fromage.

I. INTRODUCTION

La texture, la flaveur et I'aspect sont les trois composants essentiels de la qualité
organoleptique des fromages. Ces propriéiés se développent lentement au cours de
I'affinage, 4 la suite de réactions enzymatiques, lies a la présence de protéases
endogenes et & 'activité enzymatique développée par les bactéries lactiques lors de
I’affinage (1, 2).

Pour réduire, le coiit d’immobilisation des fromages, pendant cette phase de la
fabrication, diverses solutions ont été proposées pour réduire le temps d’affinage :
accroissement de I’activité protéolytique et peptidolytique par ajoilit d’enzyme gxogene
(3, 4), augmention de la teneur en ferment lactique ou cellules atténuées (3, ).

L’ajolt direct d’enzyme exogene présente souvent des inconvénients li€s d’une

part, 2 la perte en substance active dans le lactosérum, et d’autre part 2 un taux de
protéolyse trop important responsable de 1’amertume des fromages, d’oit I’intérét
d’utiliser la bioencapsulation pour éviter ces difficultés. La technique des liposomes a
été la premidre technique de bioencapsulation A étre utilisée (7, 8, 9). Dans cette étude,
une nouvelle méthode de bioencapsulation, utilisant les billes d’alginate comme outil,
est testée. Les billes d’alginate sont produites par émulsification et gélification interne
(10). La bioencapsulation de molécules nécessite le recouvrement de la bille par un
polymeére cationique. Nous utilisons, ici la polyéthyleneimine, comme polymere de
recouvrement, ,
Dans un premier temps, la cinétique de libération de I'enzyme par la bille
4 d’alginate recouverte de polyéthyleneimine est suivit pour évaluer {’unité temporelle de
Ia vitesse de relargage de ’enzyme ; dans la seconde partie de I'étude, I'application de
1a méthode au cas du fromage Saint-Paulin est envisagée.




II. MATERIELS ET METHODES

I1.1. Fabrication du Saint-Paulin

Le Saint-Paulin est fabriqué 2 partir de lait reconstitué (laiterie du Val d’ Ancenis,
France). La poudre est dissoute dans L'eau 4 raison de 10%(p/p). Aprés un temps de
repos de 12 heures, le lait est chauffé 2 37°C. On ajoute alors les auxiliaires de
coagulation : chlorure de calcium anhydre (0,01%), des ferments lactiques (Ezal 1,
type MAO 16, Eurozyme, Texel, Dangé Saint Romain, France) & raison de 2
unités/100 1, constitués de Steprococcus lactis et Streptococcis cremoris. On procede &
I’emprésurage avec une présure (Carlin Texel, Dangé Saint Romain) de force
1/10000éme 2 la concentration de 25 ml/1001 de lait. Aprés floculation, et
durcissement du gel, I'égouttage est déclenché par tranchage, puis poursuivi par un
brassage. On procede alors 2 un délactosage au taux de 50%, puis & un nouveau
brassage pendant 30 minutes. Le caillé est ensuite moulé et pressé pendant 24 heures.
On place enfin les fromages en cave (température 14°C, humidit€ 85%) pour
développer I’affinage de la pate.

I1.2. Fabrication des billes d’alginate

La fabrication des billes d’alginate s'effectue suivant la méthode
d’émulsification/gélification interne (10). L’alginate de sodium (2% plp) est dissous
dans un mélangeur, muni d’une hélice tripale (300 trs/min. ; 24 heures). La solution
est laissée au repos pendant 1 heure pour éliminer les bulles d’air. La préparation
d’alginate (100 ml) est ensuite mélangée avec 5 ml de carbonate de calcium (5% p/p).
L’ensemble (105 ml) est ensuite ajouté a une huile végétale et maintenue sous agitation
2 300 trs/min. pendant 15 minutes. On ajoute alors, 100 ml d’huile végétale contenant
400 pl d’acide acétique glacial. L’acide acétique permet la libération du calcium, qui en
se substituant au sodium de l’alginate est & origine de la gélification. Apreés 5
minutes, on arréte I’agitation, on laisse décanter les billes, puis on élimine la phase
organique. Les billes sont alors lavées dans du chlorure de calcium (0,05M) puis
filtrées sur du papier de porosité 30 pm. :

IL3. Préparation enzymatique

La protéase utilisée pour accélérer I'affinage est la protéase neutre de Bacilius
subtilis (Gist-Brocades, Delft, Hollande). La concentration de cette enzyme €n
solution peut-étre definie par D.O. (figl).

I1.4. FEtude de la cinétique de transfert de 'enzyme par les billes d’alginate
‘ recouvertes de polyéthyleneimine (PET)

Les billes d’alginate sont mélangées volume a volume avec une solution
enzymatique de concentration égale & 25 g/l. Aprés deux heures, celles-ci sont
récupérées par filtration, puis ensuite mélangées, toujours volume & volume avec
différentes concentrations de polyéthyléneimine (0,25% ; 0,5% ; 1% ; 1,5% plp).
Aprés 30 minutes, elles sont & nouveau filtrées, puis on plonge les billes dans un
volume identique d’eau ; on mesure 1’évolution de la densité optique en fonction du
temps pour apprécier le relargage de la protéase.

IL.5. Influence des billes d'alginate recouveries de polvéthyléneimine sur la
protéolyse du Saint-Paulin

Des billes d’alginate contenant 12,5 g/l de la protéase et recouvertes par de la
polyéthyleneimine (0,25%) sont ajoutées aux grains de caillé au moment du moulage &
raison de 1% (p/p). La protéolyse du Saint-Paulin est suivie, au cours du temps par la
méthode Kjeldhal. Le rapport azote non caséinique/azote totale (A.N.C./Nt)
correspond 4 la formation des peptides de hauts poids moléculaires (fig. 3), alors que
le rapport azote non protéique/azote totale (A.N.P./Nt) quantifie les peptides de poids
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moléculaires inférieurs (fig. 4). Les résultats correspondent & la moyenne de 3
mesures.
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figure 1 : Droite de corrélation entre la concentration en protéase et 1a D.O. (280 nm)

1II. RESULTATS ET DISCUSSIONS

11I.1. Relareace de la protéase B5SO0) par Jes billes d’alginate recouvertes de

polyéthyténeiminc (PED
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figure 2 : Relargage de la protéase de B. subtilis & partir de
billes d'alginate recouvertes de PEI

On constate dés le début des mesures une absorbance d’environ 0,2 D.O. sans doute
liée 2 des protéines résiduelles non fixées, libérées dans la solution. Le relargage ultérieur

se fait en deux phases (fig. 2) :
- durant les deux 2 trois premiers jours, on observe une tres faible augmentation

de la concentration de protéase dans le milieu.
- du 3%¥me au 12éme jours on note une augmentation rapide de la concentration en
protéine dans le surnageant.
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II1.2. Ajouid’enzyme encapsulée au fromage

111.2.1 Evolution du rapport AN.C./Nt
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figure 3 : Evolution du rapport AN.C. / Nt pour un fromage de type Saint-Pauiin

1I11.2.2. Evolution du rapport A NP /Nt
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figure 4 : Evolution du rapport A.N.P. / Nt dans un fromage de type Saint-Paulin

“

Les figures 3 et 4 montrent pour les deux premires mesures effectuées 3 J+1 et J+5,
que ’enzyme bioencapsulée induit une protéolyse proche de celle du témoin. A J+12 et
J+21, la protéolyse du fromage avec I’enzyme bioencapsulée se rapproche des valeurs
obtenues pour le fromage suplémenté en enzyme libre. On observe entre J+5 et J+12 une
nette augmentation de ’affinage dans les fromages avec billes ; 'accroissement semble
plus important pour les peptides de poids moléculaires inférieurs & 3000, Cette évolution
est sans doute lie 2 une libération plus importante de 'enzyme entre ces deux
prélevements. Ces résultats indiquent que le recouvrement de la bille par-la
polyéthyleneimine, ralentit le transfert de 1’enzyme vers I'extérieur. Le fromage contenant

‘enzyme bioencapsulée est faiblement protéolysé en début d’affinage, alors qu’en fin
d’affinage, la protéolyse se rapproche de celle observée dans le fromage suplémenté en
enzyme.
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IV. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’étude réalisée montre que la bioencapsulation dans des billes d’alginate,
imprégnées d’une protéase bactérienne et ajoutées au fromage de Saint-Paulin permet de

moduler la protéolyse par rapport i celle observée dans un fromage suplémenté en
enzyme libre.

Le pelliculage de ces billes par de la polyéthyleéneimine permet de retarder la
libération de ’enzyme dans le temps. Au plan pratique, pour assurer une répartition
optimisée de I’enzyme encapsulée dans la masse du fromage, il apparait préférable de
réaliser 1’ajofit des billes dans le lait plutSt que dans les grains de caillé au moment du
moulage. Pour cela, il serait nécessaire d’obtenir des billes de densité exactement
identique 2 celle du lait pour éviter leur sédimentation avant coagulation lorsque le lait est

encore liquide.
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