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Résumé - Quinze minifabrications fromageres ont été réalisées avec des laits individuels de vaches
Tarentaises caséine ~ CC (~-Cn C) ou AA (~-Cn A), selon une technologie pate cuite pressée aussi Vvoi-
sine que possible de celle du fromage de Beaufort. Les minifromages (environ 220 g) ont été affinés
8 semaines a 12°C. La protéolyse, la structure, la texture et la flaveur des fromages ~-Cn C ont été com-
parées a celles des fromages ~-Cn A. Il apparait que les fromages ~-Cn C, qui ont une faible teneur
en matiére grasse et une structure irréguliere (observée au microscope électronique), se caractérisent
par une texture plus ferme et moins élastique que les fromages ~-Cn A. On retrouve, dans les mini-
fromages, des différences dans I'hydrolyse de la caséine ~ par la plasmine, liées a la structure bio-
chimique particuliére du variant C : la cinétique de dégradation est plus lente (proportion de fraction Y1)
et les produits d'hydrolyse sont spécifiques. Les fromages ~-Cn C ont un goQt particulier et sont notés
piquants plus souvent que les fromages ~-Cn A (P = 0,13), par le jury danalyses sensorielles. Le
variant C de la ~-Cn confére donc une spécificité au fromage de Beaufort justifiant les termes du
décret d'Appellation d'origine qui précise les races de vaches (Tarentaise et Abondance) du troupeau
laitier destiné a la fabrication du fromage de Beaufort.

fromage 1beaufort 1caséine ~lvariant génétique 1Tarentaise 1protéolyse 1structure 1texture
et flaveur

Summary - ~-casein C and Beaufort-type cheese texture and quality. Fifteen cooked curd type
cheeses were made at a laboratory scale with individual milk samples of Tarentaise cows (a local
mountain breed) either with [3-casein CC ([3-Cn C) or with AA ([3-Cn A) genotypes, using a tecnno-
logyas close as possible ta the Beaufort-type cheese making. The small cheeses (about 220 g) were
ripened 8 weeks at 1ZOG. Proteolysis, structure, texture, and flavour of/he two types of cheese (f3-Cn
C or [3~CnA) are compared. [3-Cn C cheeses have a lower fat content and an irregular structure (as seen
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by electron microscopy) and thus, have a firmer and Jesselastic texture than f3-Cn A cheeses. We found,
in the srnel! cheeses, differences in the hydrolysis of f3-Cn by plasmin in relation with the biochemical
structure of the C variant: the breakdown kinetics are slower (proportion of Y1 fraction) and hydrolysis
products are different. It ensues that f3-Cn C cheeses have a specifie fJavour and in particular, are
more often noted spicy (P = 0.13) than the f3-Cn A cheeses, by the panel of the sensory analyses. Thus,

the C variant of f3-Cn, and particularly, the Tarentaise breed of cows mentioned in the decree of Appel-
lation d'Origine, gives a specificity ta Beaufort cheese.

cheese / Beaufort / f3-casein / genetic
fJavour

INTRODUCTION

Le beaufort est un fromage a péate cuite
pressée et a crolte morgée. Ce fromage
traditionnel des Alpes ne peut étre produit,
d'aprés son décret d'Appellation d'origine,
gu'avec du lait frais, cru et entier de vaches
de races de Tarentaise ou d'Abondance.

Les vaches Tarentaises représentent envi-
ron les 2 tiers du troupeau «Beaufort». Elles
se caractérisent par une fréquence élevée
(17%) dun variant rare de la caséine 13 (le
variant C) (Nuyts-Petit, 1991). Lors de la
fabrication du fromage de Beaufort, la cuis-
son du caillé en cuve a une température

comprise entre 54 et 56°C favorise I'égout-
tage du caillé et sélectionne les agents d'affi-
nage. En effet, la flore coliforme du lait et
I'enzyme coagulante apportée par la pré-
sure artisanale dite «sur recuite» sont
détruites. Seuls subsistent les levains lac-
tiques thermophiles principalement consti-
tués de Lactobacillus helveticus et Lacto-
bacillus delbrueckii subsp lactis apportés
par la présure artisanale (Chamba €t al,
1994) et le systeme plasminogene-plasmine

du lait, d'origine sanguine, thermostable et
activé par le chauffage en cuve (Grufferty
et Fox, 1988). La protéolyse des fromages
de Beaufort est donc essentiellement le fait
de l'activité des lactobacilles thermophiles et
de la plasmine. Cette derniére, appelée

aussi protéase alcaline du lait, attaque pré-
férentiellement  les caséines ug2et 3 (Le
Bars et Gripon, 1989) au niveau des sites
Lys-X ou Arg-X. Le variant 13-Cn C présente

variant / Tarentaise / proteotysis

/ structure / texture and

par rapport aux variants A (Alou A2) fré-
guents en race Tarentaise, une substitution
du résidu Glu 37 par un résidu Lys ce qui
provoque la non phosphorylation du résidu
Ser 35 (Grosclaude, 1988).

La I3-Cnreprésente en moyenne 36% des
caséines. Elle est hydrolysée en fractions y
(Y1'Y2'Y3)et protéoses-peptones par la plas-
mine (Gordon e€tal, 1972 ; Kaminogawa et
Yamauchi, 1972 ; Grufferty et Fox, 1988).
Groves €t al (1972) ont montré qu'aux
variants A et B de la 13-Cn correspondaient
des variants A et B des fractions Yy, mais ils
n'‘ont pas signalé de fractions y C corres-
pondant a la 13-Cn C. Papoff et al (1994) ont
étudié et comparé [I'hydrolyse par la plas-
mine de fractions purifiées de la 13-CnC et de
la 13-CnA1l. La séparation électrophorétique
(gel PAGE a pH 8,6) des fractions d'hydre-
lysat insolubles a pH 4,6 met en évidence
les fractions y du variant C : seule la frac-
tion Y1C differe de la fraction Y1Alpar sa
faible mobilité liée a sa plus faible charge
(non phosphorylation de la Ser 35). Le
nombre de sites potentiels de coupure de
la I3-Cn C par la plasmine est supérieur a
celui de la I13-Cn A1 (11 contre 9) mais
"hydrolyse de la I3-Cn C est plus lente.

Un programme d'étude de lincidence,
en transformation fromagére, du variant C
de la I3-Cna été entrepris en 1989. Une pre-
miére étape a consisté a comparer les
caractéristiques physico-chimiques et rhéo-
logiques (comportement a l'emprésurage)
des laits possédant ou non le variant rare
(le reste du génotype étant identique). Les
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résultats montrent l'originalité du variant C
de la ~-Cn (Nuyts-Petit, 1991). Dans une
deuxiéme étape, on a réalisé a partir de laits
individuels de vaches Tarentaises, collec-
tés a la traite du matin dans les Alpes, des
minifabrications  de fromage de Beaufort,

pour comparer des laits et des fromages

homozygotes ~-Cn C a des laits et des fro-
mages témoins homozygotes ~-Cn A. Le
dispositif expérimental, le comportement

des laits en fabrication fromagére ainsi que
les rendements obtenus et la composition

des fromages frais sont décrits dans un pre-
mier article (Delacroix-Buchet et Marie,
1994). Les résultats font apparaitre des dif-
férences importantes dans laptitude a la
transformation fromagere des laits ~-Cn C et
~-Cn A, au moment de la fabrication. Nous
avons également suivi le déroulement de
la protéolyse lors de l'affinage des minifro-
mages et son incidence sur la texture et la
flaveur des produits affinés. Les spécifici-
tés d'hydrolyse du variant C de la caséine ~
pouvaient, en effet, avoir des répercussions,
lors de l'affinage d'un fromage comme le
beaufort. Ce sont les résultats de ce suivi
gue nous présentons dans le présent article.
Rappelons que l'objectif des essais est de
caractériser au mieux les particularités du
variant C rare de la ~-Cn par rapport a un
témoin fréquent dans la plupart des races
bovines (le variant A, englobant indifférem-
ment le variant A1 et le variant A2) au niveau
de la physico-chimie, de la rhéologie et de
l'analyse sensorielle des fromages fabri-
qués a partir de ces laits.

MATERIEL ET METHODES

Le protocole expérimental de fabrication des fro-
mages est décrit en détail par Delacroix-Buchet et
Marie (1994). Les dosages et mesures portent
sur les parametres permettant de suivre la pro-
téolyse et de cerner lincidence du variant C de la
f3-Cn sur la qualité des fromages. Le fromage a
été analysé aux 3 stades d'affinage: 24 h (avant
saumurage), 2 semaines et 8 semaines d'affi-
nage.

Analyses chimiques

Toutes les analyses chimiques sont réalisées en
double sur chaque échantillon.

Fractions azotées

Le dosage se fait par la méthode Kjeldhal auto-
matisée (Vapodest 6, société Gerhardt, OSlI,
Paris, France) de l'azote des fractions soluble a
pH 4,6 (NS) et soluble dans l'acide phospho-
tungstique (NSAPT) des fromages agés de 24 h,
2 semaines et 8 semaines préparées selon la
technique de Gripon et al (1975).

Caseéines

L'analyse quantitative des caséines des fromages
et de leurs produits de dégradation dans les fro-
mages (Us' 13, Usl->y" Y2' Y3) est effectuée aprés
séparation électrophorétique et lecture densito-
métrique (lecteur Vernon) de plaques d'électro-
phorése selon la technique décrite pour les
caséines des laits (Delacroix-Buchet et Marie,
1994). La caséine entiere est préparée par dis-
solution dans 5 ml d'urée 9 molli contenant 1% de
f3-mercaptoéthanol, de 0,3 g du précipité a pH 4,6,
récupéré lors de la préparation du NS.

Peptides

On effectue une séparation des constituants de la
fraction NS des fromages &agés de 8 semaines

par chromatographie liquide haute performance

(HPLC) sur une colonne Delta Pak C18 (300 °A,
3,9 x 150 mm, 5 urn) a l'aide d'une chaine Waters
(Milford, Etats-Unis) composée de 2 pompes

haute pression (modeles 501 et 510), d'un injec-
teur automatique Wisp 712, d'un détecteur UV
484, d'un logiciel de pilotage-acquisition de don-
nées Baseline 810. La colonne est thermostatée

a 40°C grace a un bain-marie a circulation d'eau.
La séparation est effectuée en 30 min avec un
gradient linéaire (0 a 70% de tampon B) de 2
tampons a pH 7 (tampon A = tampon phosphate

0,05 mol/l, tampon B =tampon A 40% + acéto-
nitrile 60%, vlv) a un débit de 1 ml/min. L'échan-
tillon est préparé a partir d'1 ml de la solution de
NS a laquelle on ajoute 1 ml de TCA 4%. Aprés
centrifugation (10000 g, 3 min), 400 ~I de sur-
nageant sont filtrés a 0,45 urn puis injectés auto-
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matiquement en téte de colonne. La détection

des peptides se fait a 214 nm.

Plasmine-plasminogéne

Le dosage de l'activit¢ de la plasmine dans le lait
est effectué par la technique de Le Sars et Gripon
(1989) qui consiste a quantifier par HPLC la libé-
ration d'un peptide provenant de I'hydrolyse par
la plasmine de I' E,;2-Cn(fragment 1-24). Le lait &
analyser est incubé 4 h a 37°C et le peptide est
dosé avant et apres incubation. La séparation

des peptides est réalisée en 16 min avec la
chaine Waters précédemment décrite, sur une
colonne Nucléosil C18 (5 urn, 4,5 x 250 mm),
thermostatée & 37°C, avec un gradient binaire
(20 2 40% de S en 10 min puis 40 & 100% de S
en 1 min et plateau a 100% de S pendant 5 min)
de solvants a pH 2,2 (solvant aqueux A = 0,12%
de TFA (acide trifluoroacétique) et solvant orga-
nique S =0,10% TFA +60% acétonitrile vlv). Le
dosage immunochimique des quantités globales
de plasmine et de plasminogene a été effectué
par la technique Elisa compétitive mise au point
par Collin et al (1990) sur le filrat servant a la
détermination de l'azote non caséinique (NCN)
des laits préparé comme décrit par Delacroix-

Suchet et Marie (1994).

Microstructure et rhéologie

Microstructure des fromages

Une étude de la microstructure et de la compacité
des fromages a été réalisée sur 2 fromages (un de
type ~-Cn A et un de type ~-Cn C) de la derniére
série de fabrications et agés de 48 h, 2 semaines
et 8 semaines par microscopie électronique  a
balayage sur des sections délipidées d'échan-
tillons secs. La préparation des échantillons

consiste en une fixation de petits cubes de fro-
mage (1 mm de coté) par le glutaraldéhyde a
2,5% dans un tampon cacodylate 0,1 molli a
pH 7,2 pendant une durée de 48 h a 4°C, suivie de
rincages en tampon, d'une deuxiéme fixation en
0s0 4 1% dans le méme tampon pendant 15 h a
4 0C, et de lavages. Les échantillons sont ensuite
déshydratés par l'alcool éthylique. Ils sont séchés
par la méthode au point critique (€thanol-co,
liquide) puis métallisés a l'or-paladiurn  (couche
de 18 nm). L'observation est faite avec un micro-
scope Hitachi 8-450 sous une tension de 15 kV.

Texture des fromages

Des tests de compression simple uniaxiale ont
été effectués sur les fromages Aagés de
8 semaines, a l'aide d'une machine Instron 8A
modele 1102 (Suc, France). Une carotte cylin-
drigue de 24 mm de diamétre a été découpée a
l'aide d'un emporte-piece, au centre des fromages
déparaffinés, sur toute la hauteur du fromage.

La hauteur du cylindre a été ajustée a 20 mm
par une découpe symétrique des deux bases du
cylindre. L'éprouvette de fromage a été maintenue
1h a20°C al'abri de toute dessiccation dans un
pése-filtre, jusqu'au moment du test. Puis, celle-
ci a été comprimée A vitesse constante (25
mm/min) jusqu'a une déformation de 80 % de sa
hauteur initiale dans un local climatisé a 20°C.
A partir des courbes de compression, on a déter-
miné 4 valeurs rhéologiques, le module d'élasti-
cité dit module de Young qui est la pente de la
courbe a l'origine (PO) déterminée dans la partie
linéaire de la courbe et qui représente ['‘élasticité
du fromage, la contrainte a la rupture (CR), consi-
dérée comme représentant la dureté de la pate,
la déformation d'aprés Cauchy au point de rupture
(DR) (%) qui s'assimile a l'état de cohésion de
la pate et la contrainte maximale (CM) qui est
intraduisible en terme de structure, celle du fro-
mage étant détruite.

Analyse sensorielle

Les fromages ont été dégustés a 8 semaines

d'affinage, dans un local spécialement prévu a
cet effet (AFNOR, 1972). Le jury était composé de
6 a 8 dégustateurs entrainés (Vassal, 1984). A
chaque épreuve correspondait une série de fabri-
cations et les comparaisons portaient directe-

ment sur les 2 ou 3 fromages fabriqgués un méme
jour. Des portions de fromages de 15 a 20 g
étaient présentées codées au jury dans un ordre
aléatoire et différent pour chaque dégustateur.

Le jury disposait de pain et d'eau pour se rincer la
bouche entre chaque échantillon. Les analyses
sensorielles  étaient de type profil analytique-

descriptif. L'épreuve sensorielle comportait 2
étapes. Dans un premier temps, il était demandé
aux membres du jury de décrire les sensations

visuelles (aspect), tactiles (par écrasement entre
les doigts) et olfactives pergues lors de I'examen
des échantillons de fromage. Dans un second
temps, chaque membre du jury devait noter, sur
une échelle structurée a 5 niveaux (note de 0 a 4),
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une liste de descripteurs, préalablement retenus,
de texture (3), de flaveur (6) , ainsi que linten-

sité globale d'odeur et de flaveur et évaluer la

qualité du produit. Les 2 fromages de la fabrica-
tion n° 3, qui présentaient des contaminations,
n'ont pas été dégustés.

Analyses statistiques

Les analyses statistiques utilisées sont décrites
dans l'article précédent (Delacroix-Buchet et Marie,
1994, Lait 74, 4, 343-360). Pour l'analyse senso-
rielle, chaque fromage s'est vu attribuer une note
correspondant  a la moyenne des notes du jury.
Chaque moyenne est intégrée dans I'étude sta-
tistique au méme titre qu'une valeur analytique.
Pour certaines variables qui, contrairement a notre
attente, n'étaient pas discriminantes, nous avons
réalisé une analyse de covariance. Cette tech-
nique associe une analyse de variance et une
régression, et permet déliminer les effets des
covariables pour mieux analyser le facteur contr6lé
du dispositif expérimental.

Le traitement statistique des résultats a été
effectué a l'aide du logiciel MICROSTAT élaboré
en 1984 par I'TCF (Boigneville, France) a I'excep-
tion des analyses de variance a 3 facteurs
(<<génotype» et «jour de fabrication» en effets
fixes et «vache» en effet aléatoire) et de variance-
covariance réalisées avec le logiciel SAS (SAS
Institute, Inc, Cary, NC, Etats-Unis) selon la pro-
cédure GLM.

RESULTATS

Protéolyse

Protéolyse primaire

La protéolyse primaire correspond aux pre-
miéres coupures des caséines as et p. Leur
dégradation peut étre suivie par l'analyse
des électrophoréses sur gel PAGE (fig 1).
Les bandes électrophorétigues correspon-
dant a la p-Cn et a la fraction Y1'issue de
I'hydrolyse de la p-Cn par la plasmine (frag-
ment 29-209), dans les fromages, ont des

—al

_dépbt
_paralC

Fig 1. Analyse électrophorétigue (PAGE pH 8,6)
de 2 échantillons de fromages & 2 stades suc-
cessifs d'affinage. 1) [3-Cn C a 2 semaines; 2)
[3-Cn C a 8 semaines; 3) [3-Cn A a 2 semaines;
4) [3-Cn A a 8 semaines.

Electrophoretic analysis (PAGE pH 8.6) of cheese
samples at two successive stages of ripening
process (effect of f3-casein variants). Lane 1) 13-
Cn C at 2 weeks; Lane 2)f3-Cn C at 8 weeks;
Lane 3)f3-Cn A at 2 weeks; Lane 4)f3-Cn A at
8 weeks.

mobilités différentes selon le variant géné-
tique de la ~-Cn.

Aucune différence significative n'appa-
rait dans les proportions résiduelles de
caséine agl (27,3 contre 26,7% de la
caséine totale) et de caséine p (22,7 contre
20,0% de la caséine totale) respectivement
entre génotypes C et A, aprés 8 semaines
d'affinage des fromages.

On met en revanche en évidence une
difference hautement significative dans la
proportion de fraction Ylentre les variants A
et C de la p-Cn (7,9 contre 3,7% de la
caséine totale; P < 0,01) (tableau 1). La
para K-Cn, associée a la p-Cn A est aussi
présente en plus grande proportion dans la
caséine des fromages &agés de 8 semaines
(7,4 contre 5,7%; P= 0,07). Au contraire, la
fraction Y2a tendance a étre en proportion
plus importante dans les minifromages p-
Cn C (6,5 contre 4,9% de la caséine totale;
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Tableau 1 Protéolyse des fromages en cours daffinage (effet des variants de la caséine -).

Proteolysis of cheeses during ripening (effect

Variables

Fractions caséines (% caséines)
Fraction Y1

Fraction Y2

Paracaséine «

Fractions azotées (8 semaines-24 h) (% NT)
~NS

~ NSAPT

~ (NS-NSAPT)

Pic HPLC (surface V.s)
Peptide 1-28 (9,9 min)

a P: seuil de probabilité suivant le modéle a 3 facteurs (effets

en aléatoire). NS: P> 0,10 ;+ P <0,05 ;+ P <0,01.

P = 0,15). Peu de différences apparaissent
pour les autres fractions caséiniques pré-
sentes dans le fromage.

Protéolyse secondaire

La protéolyse secondaire a été mesurée
globalement par les teneurs en azote de la
fraction azotée soluble a pH 4,6 (NS) qui
représente les polypeptides et les acides
aminés, et la fraction soluble dans l'acide
phosphotungstique (NSAPT) qui regroupe
les di- et tripeptides et les acides aminés,
a l'exclusion des acides di-aminés. Une
étude plus approfondie a été réalisée en
examinant les profils peptidiques obtenus
en chromatographie HPLC.

of {3-casein variants).

Moyennes (z écart type) pa
{3cc {3AA
n=9) (n =6)
3,7 (1,2) 7.9 (0,7)
6,5 (1,6) 4,9 (1,5) NS
57 (1,4) 7,4 (1,5) 0,07
8,31 (5,39) 11,22 (1,74)
3,75 (1,70) 3,35 (1,76) NS
4,56 (5,21) 7,87 (1,38) 0,07
0,93 (0,62) 2,31 (1,18) 0,08

..génotype .. et .jour de fabrication .., effet ..vache ..

Au cours de l'affinage, I'azote total est
plus vite dégradé dans les fromages II-
Cn A que dans les fromages II-Cn C
(tableau 1). Les fromages II-Cn A présen-
tent des rapports NS/NT plus élevés que
les fromages II-Cn C. L'écart entre les 2
génotypes augmente en cours d'affinage,
et si la différence n'est jamais significative
pour un stade d'affinage donné, l'aug-
mentation de NS entre le début (24 h) et la
fin d'affinage (8 semaines) est significati-
vement plus élevée pour les fromages II-
Cn A (11,2 contre 8,3% NT; P < 0,05). En
revanche, les différences entre les 2 géno-
types pour la teneur en NSAPT ne sont
pas importantes. La protéolyse secondaire
semble donc globalement similaire pour
les deux types de fromage. La différence
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de NS entre les 2 génotypes porte essen-
tiellement sur les gros peptides (ce que
traduisent les valeurs de NS-NSAPT), donc
sur les produits issus de la dégradation

primaire des caséines.

L'intégration des pics obtenus sur les
profils peptidiques de chaque fromage a
mis en évidence des différences dans les
surfaces intégrées, en particulier pour un
temps de rétention de 9,90 min. Les fro-
mages agés de 8 semaines de type p-Cn A
présentent une surface pour ce pic de 2 a
2,5 fois plus importante que les fromages
p-Cn C (0,93 contre 2,31 V.s ; P = 0,08).
On peut ajouter qu'une forét de pics appa-
rait entre 27 et 30 min de rétention dans le
profil p-Cn A, alors qu'elle est peu marquée
dans le profil peptidique des fromages p-
Cn C (fig 2). Les molécules correspondant
a ces pics sont malheureusement difficile-
ment identifiables du fait de la complexité
de tels profils. Tous les produits d'hydro-

2.00
1.50 -
. 1.00
0
y
0.50
0 5 10 15 20
temps (min)
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lyse des caséines, solubles dans le TCA
2% et présents dans les fromages, se

retrouvent dans la fraction analysée. Cepen-
dant, on note une corrélation négative entre
le pic a 9,90 min de rétention et la proportion
de p-Cn (r =-0,659 ;P < 0,01) et une cor-
rélation positive entre ce méme pic et la
fraction Yl (r= 0,751 ; P <0,001) (fig 3).

Aucune différence significative n'est rele-
vée, entre les génotypes C et A, dans les
teneurs en plasmine-plasminogéne des laits
(respectivement 3,2 contre 2,9 mg/ml) ou
dans l'activit¢ de la plasmine, représentée
par la surface du pic HPLC (0,24 contre
0,30 V.s).

Microstructure et rhéologie

Nous décrirons d'abord la microstructure
du fromage, c'est-a-dire l'arrangement spa-

‘Solvant B
(% de la phase éluante)

r--,
1

1
D

25 30 35

Fig 2. Profils d'élution HPLC de la fraction azotée soluble a pH 4,6 de fromages de types p-Cn A et p-
Cn C a 8 semaines daffinage (conditions d'analyses décrites dans le texte).

HPLC elution profiles of soluble nitrogen fractions at pH 4.6, from {J-Cn A and {J-Cn C types of cheese
at 8 weeks of ripening (analysis conditions described

in the text).
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surface pic 9,9 min (million ~V.s)
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fraction 1'1(% caséines)

Fig 3. Relation entre laire du pic HPLC élué a
9,90 min et la proportion de fraction YZlrésiduelle
a 8 semaines daffinage des fromages (effet des
variants de la caséine ~).

Relationship  between the surface of the HPLC
peak eluted at 9.90 min and the proportion of Yl
residual fraction at 8 weeks of cheese ripening
(effect of f3-casein variants).

tial des constituants
d'analyser

du fromage, avant

la texture des fromages.

. La structure d'un fromage a pate pres-
sée cuite se présente aprés le pressage
comme une matrice compacte et continue
de filaments de caséines gonflés d'eau,
enserrant étroitement des gouttelettes lipi-
diques. A 48 h, la matrice protéique de
I'échantillon de fromage ~-Cn C, quoique
compacte, semble moins continue que la
matrice de I'échantillon de fromage ~-Cn A.

Fig 4. Etude par microscopie électronique de la structure d'échantillons
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Dans la pate, les logements des globules
gras de I'échantillon ~-Cn C sont moins bien
délimités que ceux de I'échantillon ~-Cn A,
ils sont moins sphériques et de forme irré-
guliere (photos A et B, grandissement
500 X ;fig 4). A 2 semaines, la différence de
structure des pates semble encore plus
nette qu'a 48 h (photos C et D, grandisse-
ment 2000 X ; fig 4). A 8 semaines, la dif-
férence de structure est, en revanche, beau-
coup moins apparente. La caséine présente
une structure plus lisse, plus affinée et les
logements des globules gras sphériques
sont bien délimités pour les 2 types de fro-
mage (photos D et F, grandissement
2000 X ;fig 4). A ce grandissement, la
décomposition de la caséine n'est pas
visible.

Les paramétres mesurés lors du test de
compression, sur les fromages agés de 8
semaines, sont corrélés entre eux. La
contrainte & la rupture est liée positivement
(r= 0,728; P< 0,01) a la déformation a la
rupture, ainsi qu'a la contrainte maximale
(r= 0,701 ; P< 0,01).

La contrainte maximale est étroitement
corrélée a la teneur en azote total des fro-
mages (r = 0,898 ; P < 0,001) (fig 5). Elle
est aussi négativement corrélée au gras/sec
des fromages (r =-0,615 ;P < 0,05). 1
existe une liaison négative entre la
contrainte a la rupture et 'humidité par g de
caséine, rapport considéré comme un esti-
mateur du gonflement des micelles de
caséine du fromage. La relation ne semble
pas linéaire mais le nombre de points expé-

rimentaux ne permet pas d'envisager un
ajustement correct de la courbe (fig 6). La
contrainte a la rupture est également cor-

de fromages a 3 stades d'affi-

nage (effet des variants de la caséine ~). A) ~Cn A a48 h ;B) ~-Cn C 248 h ;C) ~-Cn A a 2 semaines;

D) ~-Cn C a 2 semaines;

E) ~-Cn A a 8 semaines et F) ~-Cn C a 8 semaines.

Electron microscopy study of cheese samples at 3ripening stages (effect of f3-casein variants). A) 13
Cn A at 48 h; B) f3-Cn C at 48 h; C) f3-Cn A at 2 weeks; 0) f3-Cn C at 2 weeks; E) f3-Cn A at 8 weeks

and F)f3-Cn C at 8 weeks.
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Fig 5. Relation entre la teneur en azote total et la
contrainte maximale des fromages a 8 semaines
d'affinage (conditions du test de compression

décrites dans le texte) (effet des variants de la
caséine -~).

Relationship between the nitrogen content and
the maximum stress of cheese samples at 8
weeks of ripening (conditions of the compression

test described in the text) (effect of {3-casein
variants).

rélée a la proportion dazote soluble dans
l'azote total (r= -0,627; P <0,05).

L'analyse de variance sur les données
rhéologiques brutes n'apporte que peu de
renseignements. On remarque que la
courbe de compression des fromages ~-
Cn C semble avoir une pente a l'origine plus
importante, traduisant une élasticité moindre
que celle des fromages ~-Cn A (46,2 contre
38,2 ; P =0,13). En moyenne, la contrainte
a la rupture est de 235 kPa, quel que soit le
génotype. La déformation a la rupture et
par conséquent la cohésion de la pate est
un peu plus élevée pour les fromages ~-
Cn A que pour les fromages ~-Cn C (53,0
contre 49,7%), mais la différence n'est pas
significative.
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Fig 6. Relation entre le rapport humidité/caséine
et la contrainte a la rupture des fromages a 8
semaines d'affinage (conditions du test de com-
pression décrites dans le texte) (effet des variants
de la caséine ~).

Relationship between the ratio moisturelcasein
and the fracture stress of cheese samples at 8
weeks of ripening (conditions of the compression

test described in the text) (effect of {3-casein
variants).
Dans un deuxiéme temps, nous avons

réalisé des analyses de variance-covariance

pour améliorer la précision du modéle d'ana-
lyse de variance. Avec le modéle a 3 fac-
teurs (génotype, jour de fabrication et
vache), la contrainte a la rupture présente un
r2 de 0,49, r2 qui passe a 0,99 lorsque I'on
met en covariable l'azote total des fromages
a 8 semaines. L'utilisation de cette cova-
riable (qui apporte une information trés signi-
ficative sur la contrainte a la rupture; P =
0,01) permet de mettre en évidence une dif-
férence significative entre les 2 types de
fromages (P = 0,02). La précision du modeéle
appliqué a la contrainte maximale est aussi
améliorée lorsque l'on prend en compte la
teneur en azote total des fromages. Bien
gu'apportant  une information non négli-
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geable (P= 0,05), lintroduction d'une cova-
riable ne permet pas de conclure a un effet
significatif du génotype sur la contrainte
maximale (écart moyen de 12% entre les
fromages ~-Ch C et ~-Cnh A). On peut
cependant globalement admettre que les
laits des animaux ~-Cn C donnent des fro-
mages plus fermes.

Analyse sensorielle

Les termes générés pour décrire les fro-
mages montrent qu'ils ont globalement le
méme aspect visuel: la pate est compacte,
sans ouverture, mais qu'il existe des diffé-
rences dans la texture des fromages (appré-
ciée entre les doigts) :la pate des fromages
de type ~-Cn A est souple, alors que celle
des fromages ~-Cn C est sableuse, voire
friable. L'intensité d'odeur est voisine pour
les deux types de fromages (de l'ordre de
1,5/4) mais l'odeur des fromages ~-Cn A
est qualifiée de douce alors que celle des
fromages ~-Cn C est plutdt qualifiée d'acide
ou de caillé frais.

L'analyse statistique des parameétres de
dégustation a révélé 3 paramétres permet-
tant de différencier les fromages (fig 7). Les
minifromages de type ~-Cn C ont un goQt
noté plus souvent piquant (0,94/4 contre
0,39/4 ; P =0,13), atendance plus acide
(1,13/4 contre 0,71/4) associé a une pate
plus dure (2,87/4 contre 2,37/4; P= 0,23).
Les fromages fabriqués a partir de laits ~-
Cn A ont une saveur plus douce (1,61/4
contre 1,22/4; P =0,24) voire un go(t plus
fruité (1,60/4 contre 1,34/4). Le go(t piquant
est négativement corrélé a la saveur douce
(r= -0,640; P <0,05) et positivement cor-
rélé a la saveur acide (r= 0,652; P< 0,05).
Les fromages les plus savoureux sont un
peu plus fruités (r= 0,524). Les fromages ne
sont ni amers (note moyenne: 0,45/4), ni
rances (note moyenne: 0,25/4).

DOUX
OUALITE

GL.OBALE
ACIDE

INTENSITE
FLAVEUR

t ELAVEUR. 1

FRUITE

DURETE.

ITEXTURE

GRANULEUX
(1 ONCTUEUX)

CASSANT
(1 EIASTIOUE)

Fig 7. Profils sensoriels comparatifs des fromages
de type 13-CnA et 13-CnC a 8 semaines d'affi-
nage. a) flaveur; b) texture.

Sensory comparative profiles of f3-Cn A and f3-
Cn C types of cheese at 8 weeks of ripening. a)
flavour; b) texture.

Le go(t piquant est inversement lié a la
proportion de fraction Yl et de para K-Cn
dans la caséine ainsi qu'a l'aire du pic HPLC
élué a 9,90 min (respectivement rz -0,610;
r= -0,670 et r= -0,678 ;P <0,05). Les fro-
mages a la saveur la plus douce ont la
teneur en sel la plus faible (r=-0,737 ;
P < 0,01) et ils sont fabriqués a partir de laits
plus riches en calcium colloidal (r= 0,551 ;P
< 0,05) (fig 8). Le godt fruité est négative-
ment corrélé a la proportion de fraction Y2
dans la caséine (r= -0,620; P < 0,05).

Les fromages les plus granuleux (en
bouche) sont les moins élastiques (r =
-0,608 ; P <0,05). Le caractére dur des fro-
mages est bien corrélé a la contrainte a la
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Fig 8. Relation entre la teneur en calcium colloi-
dal des laits et la saveur douce des fromages
(effet des variants de la caséine \3).

Relationship between the col/aidal calcium content
of milk samples and the sweet savour of cheese
(effect of f3-casein variants).

rupture mesurée lors du test de compres-
sion (r = 0,574 ; P <0,05) mais surtout a la
contrainte maximale (r= 0,702; P< 0,01).
Le caractere élastigue est quant a lui bien
corrélé a la déformation a la rupture (r =
0,772; P< 0,01).

La note d'évaluation globale des minifro-
mages n'est pas significativement différente
pour les fromages de type p-Cn C ou p-Cn A
(respectivement  1,73/4 et 1,90/4). Les fro-
mages les plus appréciés sont les moins
acides (r= -0,759 ;P < 0,01), les plus élas-
tiques (r= 0,759; P <0,01) et ont l'intensité
de flaveur la plus forte (r= 0,574; P < 0,05).

DISCUSSION

Les minifromages expérimentaux sont glo-
balement moins protéolysés que des beau-

forts affinés. Les rapports NS/NT dans les
minifromages &gés de 8 semaines sont en
moyenne beaucoup plus faibles (15 a 17%)
que dans les fromages de Beaufort affinés
(25 a 32% de l'azote total) (Chamba et al,
1994). Bien que la température d'affinage
soit de 12°C pour les minifromages (au lieu
de 8 a 10°C pour les beauforts tradition-
nels), la durée d'affinage de 2 mois (au lieu
de 4 ou 6 mois) ne permet pas d'atteindre
un stade identique de protéolyse. De plus,
Kerjean et al (1987) ont déja observé dans
des fromages miniatures une protéolyse
limitée, sans en donner d'explication.

Le degré de protéolyse des minifromages
est cependant suffisant pour mettre en évi-
dence des différences quantitatives et qua-
litatives dans I'hydrolyse des caséines avec
les laits des deux génotypes. Les différences
d'hydrolyse de la p-Cn selon le génotype
ne s'expliquent pas par des taux de plas-
mine différents selon le génotype. En effet,
les dosages de plasmine effectués sur les
laits montrent qu'il n'y a pas, en moyenne,
de différence significative entre les géno-
types. Les paramétres les plus importants
de variation du taux de plasmine sont la sai-
son et le stade de lactation de l'animal
(Barry et Donnelly, 1980 ; Schaar, 1985 ;
Benslimane et al, 1990). Or les animaux ont
été prélevés sur une courte période et a des
stades voisins de lactation (928 jour pour
les C et 1038 jour pour les A). En fabrication
de péate cuite pressée, il a été mesuré que
l'activité de la plasmine du fromage est envi-
ron 10 fois plus importante que celle du lait,
ce qui correspond au facteur de concentra-
tion du lait en fromage. Ce résultat a été
obtenu en ajoutant artificiellement des doses
croissantes de plasmine active dans un
méme lait destiné a des fabrications simul-
tanées d'emmental dans des minicuves
(Delacroix-Buchet,  résultats non publiés).
Par conséquent, l'absence de différences
constatées dans les taux moyens de plas-
mine des 2 types génétiques de laits étu-
diés doit étre également vraie dans les fro-
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mages. D'autre part, la teneur en NaCl des
fromages varie peu (Delacroix-Buchet et
Marie, 1~94). En moyenne, cette teneur est
voisine de 1,4% dans le fromage, soit 3,5%
dans I'humidit¢ du fromage, zone dans
laquelle l'activité de la plasmine est peu
affectée par des variations de la teneur en
sel des fromages (Delacroix-Buchet et
Trossat, 1991). Les différences de teneur
en NS entre les 2 types de fromages ne
peuvent pas étre liées non plus a des dif-
férences dans lactivité des levains car la
guantité de NSAPT est comparable pour
les 2 génotypes. Par ailleurs, les levains qui
sont responsables de la production de
NSAPT (Desmazeaud et al, 1976) sont iden-
tiques pour les 2 types de fromages.

Les observations faites par Papoff et al
(1994) sur I'hydrolyse par la plasmine de
caséines purifiées II-Cn Alet II-Cn C mon-
trent que les résultats dans les minifromages
sont comparables @ ceux obtenus aprés
une a deux heures dhydrolyse de la II-
Cn purifiée par la plasmine, dans des condi-
tions optimales. Il découle de ce qui pré-
cede que dans les fromages, les seules
différences de protéolyse observées sont
liées a des différences dans la cinétique
d'hydrolyse par la plasmine des variants de
la 1I-Cn. L'hydrolyse de la II-Cn C, par la
plasmine, est plus lente que celle de la IlI-
Cn A et les produits d'hydrolyse sont moins
nombreux.

La migration électrophorétique plus lente
de la II-Cn C et de la fraction Y1 C provient
de la déphosphorylation du résidu Ser 35
(Papoff et al, 1994). Corradini et Battistotti
(1973) ont comparé des fromages fabriqués
avec du lait d'une race voisine de la Sim-
mental et du lait de Holstein-Frisonne, I'une
possédant le variant C de la B-Cn, l'autre
pas. lls ont aussi observé, sans leur don-
ner une interprétation génétique, des diffé-
rences dans la mobilité¢ électrophorétique
(gel d'amidon) des produits d'hydrolyse de
la II-Cn entre les 2 types de fromages. Les
fromages de Beaufort fabriqués avec des
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Fig 9. Séparation électrophorétique d'échantillons
de fromages a pate cuite pressée agés de 50 j,
fabriqués le méme jour et affinés difféeremment. 1,
2 et 3 : emmentals; 4, 5 et 6 : gruyeres de
Comté; 7, 8 et 9 : beauforts. Conditions d'affi-
nage: 3 semaines a 11°C puis 1, 4 et 7 :23°C et
80% d'humidité relative; 2, 5 et 8: 18°C et 96%
d'humidité  relative; 3, 6 et 9:11°C et 96%
d'humidité relative.

Electrophoretic  patterns of samples of cooked
curd type of cheese aged 50 days, made the
same day and ripened under different conditions.
Lanes 1,2,3: Emmental; lanes 4,5,6: Gruyere of
Comté; lanes 7, 8, 9: Beaufort. Ripening condi-
tions: 3 weeks at 11°C then lanes 1,4 and 7:
2SOCand 80% relative humidity; lanes 2,5 and 8:
1SOCand 96% relative humidity; lanes 3,6 and 9:
11°Cand 96% relative humidity.

laits de mélange présentent, au niveau de la
II-Cn et des fractions vy, un nombre plus
important de bandes électrophorétiques,
comparés a d'autres fromages a pate cuite
pressée (emmental ou gruyere de Comté)
(fig 9, document ITG non publié). Cette
observation est liée a la présence du variant
C de la II-Cn dans les caséines de fromage
de Beaufort.

Le peptide €élué a 9,90 min dans les pro-
fils HPLC peut étre identifié au peptide 1-28
de la II-Cn d'aprés les profils peptidiques
réalisés par Papoff et al (1994), dans les
mémes conditions chromatographiques.
Dans ce cas, la corrélation entre la propor-
tion de fraction Yl (fragment 29-209 de la
II-Cn) dans la caséine et l'aire du pic HPLC
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a 9,90 min démontre la cohérence des résul-
tats obtenus dans les fromages.

Le comportement différent de la fraction
Y1 par rapport aux fractions Y2 et Y3 est diffi-
cilement explicable. Il a déja été observé
par Kaminogawa et Yamauchi (1972), dans
une étude sur la plasmine et Collin et al
(1987), dans une étude sur le gruyere de
Comté.

La différence dans la proportion en para
K-Cn, entre fromages des 2 types n'est,
semble-t-il, que le reflet de la plus grande
concentration en K-Cn dans les laits de
type A & plus faible diametre micellaire
(Delacroix-Suchet et Marie, 1994).

Les différences dans la composition des
micelles de caséines ~-Cn A et ~-Cn C et
dans la protéolyse du réseau de caséines,
au cours de laffinage des 2 types de fro-
mages, expliquent les différences de struc-
ture et de qualité des fromages.

Quand les pertes minérales dans le caillé
sont faibles (cas des technologies a pate
cuite ou l'acidification est limitée), l'identité
des submicelles de caséine dans le fromage
est pratiquement inchangée par rapport a
celle du lait d'origine (Lawrence €tal, 1983).
L'aspect a 48 h, de la pate des fromages
~-Cn C, observée au microscope électro-
nique, est ainsi la conséquence  d'une
caséine moins ferme, de la présence d'une
plus grande quantité d'eau, d'une quantité
de calcium plus faible que dans les fro-
mages ~-Cn A, entrainant une hydratation
moindre de la matrice de caséine (Lawrence
et al, 1987). A ce stade, la pate des fro-
mages ~-Cn C présente des similitudes de
structure avec celle des fromages a pate
molle plus acides et moins minéralisés
(Rousseau, communication personelle). A 2
semaines, la différence plus nette de struc-
ture des pates ~-Cn A et ~-Cn C s'explique
par l'affinage plus lent des fromages ~-Cn C.
Pour les fromages a pate cuite, la remontée
de pH est faible pendant les 14 premiers
jours, notamment pour les fromages ~-Cn C
(Delacroix-Suchet et Marie, 1994). A ce

stade, le pH moyen des fromages ~-Cn C
varie de 5,1 a 5,2 et celui des fromages ~-
Cn A de 52 a5,3. Or, entre pH 5,1 et 5,3,
les submicelles de caséine présentent de
grandes différences dans leur taille et leurs
caractéristiques, ce qui modifie leur capacité
a fixer l'eau (Lawrence etal, 1987). Le gon-
flement des caséines dépend aussi direc-
tement de leur protéolyse puisque l'eau se
fixe sur les groupes terminaux des produits
d'hydrolyse comme par exemple, les
groupes aminés ou les groupes carboxylés
(Knoop ~t Suchheim, 1980). A 8 semaines,
le degré de protéolyse et le gonflement de la
matrice de caséine sont tels que l'on
n'‘observe plus de différence dans l'aspect
général de la pate des fromages au gran-
dissement utilisé.

La matrice de protéines détermine la
consistance du fromage (Steffen, 1975;
Chen et al, 1979; Walstra et Van Viiet,
1982). Ainsi, plus la pate est riche en azote,
plus la contrainte maximale devra étre
importante  pour comprimer I'échantillon
jusqu'a 20% de sa taille initiale. Riiegg et al
(1980) ont montré qu'une forte concentra-
tion en matiére grasse constitue un facteur
de ramollissement du fromage car les glo-
bules gras interrompent la matrice de
caséine (Walstra et Van Vliet, 1982). Ainsi,
augmentation du gras/sec des fromages
provoque une diminution de la fermeté des
fromages. Une humidité plus forte de la
pate du fromage réduirait la friction entre
les micelles de caséines (Lawrence €t al,
1982) et aurait un effet ramollissant. A
l'opposé, une réduction de cette humidité
(diminution  de l'eau libre du fromage)
entraine un gonflement des caséines et
une augmentation de la contrainte de rup-
ture (Walstra et Van Vliet, 1982). L'affinage
modifie la consistance du fromage et les
produits de dégradation des caséines
solubles dans l'eau ne participent plus a la
construction de la matrice protéique (Walstra
et Van Vliet, 1982). Par conséquent, plus la
proportion d'azote soluble augmente plus la
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contrainte a la rupture diminue. Les fro-
mages p-Cn C ont, en général, un rapport
humidité/caséine  plus faible que les fro-
mages p-Cn A (ce que l'on retrouve dans
les images de structure) et une protéolyse
plus limitée, ils sont aussi plus fermes. Les
résultats confirment donc ceux de la biblio-
graphie et montrent, en outre, une assez
bonne cohérence entre la structure et la
rhéologie des fromages. |l faut cependant
rappeler que la structure des minifromages
n'‘a été analysée qu'a partir de 2 échan-
tillons et que la relation structure-texture
doit étre traitée avec prudence car a coté de
la matrice protéique du grain de caillé, la
«cohésion" et la structure entre grains est
également importante a considérer (Langley
et Green, 1989).

Il existe également une assez bonne
concordance entre les résultats des
mesures rhéologiques et ceux de l'analyse
sensorielle, comme en témoignent les coef-
ficients de corrélation entre les paramétres
rhéologiques et les descripteurs de texture.

La description sensorielle des minifro-
mages correspond bien a celle de fromages
type beaufort. Les fromages ont une pate
souple a sableuse, sans ouverture. IIs ne
présentent pas d'amertume (défaut rare en
Beaufort), ont une saveur douce et un go(t
fruité (Chamba et al, 1994). Les principaux
descripteurs de godt, les caractéeres piquant
et fruité, sont corrélés a des indicateurs de
la protéolyse. La protéolyse intervient en
libérant des composés d'ardbme qui étaient
précédemment liés aux protéines (Mc
Gugan et al, 1979). Berdagué et Grappin
(1988) ont montré que la fraction NSAPT
est corrélée au caractere fruité du gruyéere
de Comté. Aucune relation entre la fraction
NSAPT et les descripteurs sensoriels
n'apparait ici mais les fromages ont tous le
méme age. Le godt piquant, caractéristique
de I'emmental francais «grand-cru», est lié
a des indicateurs d'une protéolyse avancée
(Berdagué et al, 1990), ce qui ne semble
pas le cas dans nos minifromages, ou il

apparait plutdt lié aux particularités  du
variant C de la caséine p. Biede et Ham-
mond (1979) ont montré que la saveur
douce est typique des gruyéeres et il semble,
comme le soulignent ces auteurs, qu'elle
soit corrélée a la richesse en calcium des
fromages.

CONCLUSION

Les minifromages de Beaufort fabriqgués a
partir de laits individuels de vaches Taren-
taises d'haplotypes cxsrCn B ;p-Cn A ; K-Cn
A ou cxs1-CnB ; p-Cn C ; K-Cn A sont diffé-
rents. Les différences résultent des carac-
téristiques des laits mis en ceuvre, de leur
aptitude a la transformation fromagere et
des mécanismes d'affinage des fromages
a pate cuite pressée. Lors de l'affinage, les
produits d'hydrolyse des 2 variants de la p-
Cn, par la plasmine, sont différents. Les dif-
férences initiales de structure des caillés et
de teneur en matiere grasse des fromages
(Delacroix-Buchet et Marie, 1994) confe-
rent aux fromages des structures différentes.
Aprés 8 semaines d'affinage, les fromages
n'‘ont pas les mémes caractéres rhéolo-
giques et gustatifs. Les fromages p-Cn C
comparés aux fromages p-Cn A sont moins
élastiques, plus fermes et présentent plus
souvent un goQt piquant.

Cette étude montre qu'une race de
vache, par ses caractéristiques génétiques,
peut participer aux caractéristiques d'un fro-
mage d'Appellation d'origine et que le
variant C de la caséine p pourrait étre consi-
déré comme un marqueur de l'authenticité
du fromage de Beaufort. Cependant, il
semble qu'au point de vue de la transfor-
mation, le variant C de la caséine p
n'apporte pas d'éléments favorables dans
l'aptitude fromagere des laits de vaches
Tarentaises et qu'il serait par conséquent
peu judicieux de chercher a augmenter sa
fréquence par la sélection.
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