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Abstract - EtTect of incorporation  of denatured and microparticulated whey protein in
young Cheddar cheese. Two whey protein concentrates (WPC) heat-denatured at pH 4.2 (WPC
4.2) and at pH 6.7 (WPC 6.7) and microparticulated were used for the production of Cheddar
cheese. Three micro-productions of Cheddar were made in triplicate: one with a control milk and
the other two with milks in which the WPC 4.2 and WPC 6.7 ingredients were respectively
added. The total amount of proteins was increased by 0.5 kgflOO kg of milk (0.5%). The expe-
rimental cheeses had a significant higher yield, i.e., 4.3% with WPC 4.2 and 5.2% with WPC 6.7,
than the control cheese, at a 37% constant moisture. Cheeses manufactured under these procedures
were lower in fat and had a higher moisture content than the control chee se. Electronic micro-
scopy shows that the control cheese had a more compact structure than the experimental cheeses.
© InralElsevier, Paris.

denaturation  / whey protein / microfluidization  / cheese yield

Résumé - Deux concentrés de protéines du lactosérum (CPL) dénaturés par traitement thermique
apH 4,2 (CPL 4,2) eta pH 6,7 (CPL 6,7) et microparticulés ont été utilisés pour la fabrication de
fromage cheddar. Trois micro-productions de cheddar ont été effectuées en triplicata avec un
lait témoin, un lait additionné de l'ingrédient CPL 4,2 et un lait additionné de l'ingrédient CPL 6,7
pour augmenter la quantité totale de protéines de O,5kgll00 kg de lait (0,5 %). Les fromages expé-
rimentaux ont présenté un rendement significativement plus élevé que le fromage témoin, avec
une augmentation moyenne de 4,3 % (CPL 4,2) et 52 % (CPL 6,7) sur une base dhumidité
constante de 37 %. Une teneur en lipides plus basse et un contenu en humidité plus élevé ont été
obtenus pour les fromages constitués de laits supplémentés. L'examen en microscopie électronique
révele une structure légérement plus compacte pour le fromage témoin comparé aux fromages expé-
rimentaux. © InralElsevier, Paris. '
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* Correspondance et tirés a part.
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1. INTRODUCTION

L'industrie fromagére montre un intérét
grandissant pour l'utilisation et le déve-
loppement de nouvelles applications des
concentrés de protéines du lactosérum
(CPL), en particulier en vue d'incorporer
les protéines du lactosérum dans le fro-
mage [18]. La raison principale est éco-
nomique. Le lactosérum contient, environ,
20 % des protéines du lait. L'incorpo-
ration des protéines du lactosérum dans
le fromage augmente le rendement fro-
mager et ainsi la rentabilité de la fabrica-
tion fromagére. Cependant, la qualité des
fromages peut étre affectée car les pro-
priétés des protéines du lactosérum diffe-
rent de celles des caséines [21]. Elles ont
la capacité de retenir plus deau, ce qui
affecte la texture et la saveur du fromage
[22]. L'incorporation des protéines du lac-
tosérum présente également un intérét
nutritionnel car les protéines sont riches
en lysine, tryptophane et acides aminés
soufrés [I1].

Les protéines du lactosérum peuvent
étre incorporées sous forme native ou
dénaturée. Trois méthodes de base ont été
développées pour l'incorporation des pro-
téines de lactosérum dans le fromage [21].
La concentration du lait par ultrafiltration
(UF) permet de standardiser les protéines
du lait. Le traitement thermique du lait
pour dénaturer les protéines du lactosé-
rum provoque une complexation de ces
protéines avec les caséines qui s'accom-
pagne d'une rétention dans le caillé. Enfin,
la dénaturation des protéines du lactosé-
rum avant de les additionner au lait de fro-
magerie permet d'emprisonner les pro-
téines devenues insolubles dans la matrice
fromagere.

La fabrication de fromage a partir de
lait concentré par UF est maintenant bien
établie commercialement pour un nombre
limité de fromages [20]. Les avantages de
I'UF pour augmenter les rendements fro-
magers sont moins importants pour les

fromages a faible taux d'humidité comme
le cheddar que ceux a taux plus élevé [20].
Dans le cas du fromage cheddar, environ
30 % des protéines solubles d'un lait
concentré 5-1 devraient théoriquement

étre retenues dans le fromage représen-
tant une augmentation potentielle du ren-
dement de 5 & 8 % au maximum [21]. En
revanche, cela va occasionner des pro-
blémes au niveau de la coagulation du lait,
de la texture du produit et des caractéris-
tiques d'affinage. Les fromages fermes et
semi-fermes vont avoir une texture beau-
coup plus molle. Le traitement thermique
du lait pour favoriser la dénaturation des
protéines solubles et leur incorporation

dans le fromage est fortement limité dans
le cas des pates pressées, comme le ched-
dar, par les probléemes de coagulation,

d'égouttage et par les défauts occasionnés
au produit. Le chauffage du lait provoque
des interactions entre la x-caséine et la
~-lactoglobuline par des ponts disulfures
ce qui affecte la coagulation par la présure.
La derniere méthode semble étre la plus
prometteuse car le procédé de fabrication
fromagere n'est pas perturbé. La dénatu-
ration et l'isolation des protéines du lac-
tosérum avant de les additionner au lait
de fromagerie peut éviter les problémes
causés par la complexation des caséines
avec les protéines du lactosérum au cours
des traitements [23]. Certaines études ont
déja été réalisées sur l'addition de CPL
dénaturés liquides et en poudre au lait pour
la production de fromage cheddar [1, 4,
5, 8]. En général, le rendement fromager
était augmenté. En revanche, les fromages
présentaient un taux élevé d'humidité, la
perte en matiéres grasses lors de la trans-
formation était augmentée et de mauvaises
saveurs se développaient lors de I'affinage.

Pour étre incorporées dans le fromage,
les protéines du lactosérum dénaturées et
dispersées dans le lait, doivent étre empri-
sonnées dans le gel de caséines formé par
l'action de la présure [23]. La dénatura-
tion thermique de CPL produit des agré-
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gats protéiques. La taille de ces agrégats
peut avoir un effet néfaste lors de la pro-
duction fromagére s'ils sont de trop grosse
taille. lls affectent alors la coagulation du
lait et I'égouttage du caillé. Selon Leliévre
[23], les agrégats protéiques devraient

avoir une taille entre 0,1 et 10 um pour
ne pas perturber la matrice de polymére.

Les particules ayant une taille plus petite
et sphérique devraient se comporter, jus-
qu'a un certain point, comme des globules
de gras dans la matrice fromagere [25].
Lelievre [23], démontre [l'intérét d'addi-

tionner au lait un CPL dénaturé et micro-
parti culé pour la production d'un fromage
Mozzarella. Une augmentation de rende-
ment d'environ 20 % a été obtenue. Le
fromage avait des propriétés sensorielles,

de fusion et d'étirement comparables a
celles du témoin, malgré une augmenta-

tion de I'humidité et une diminution du
rapport lipides/extrait sec.

Dans cette étude, nous proposons d'uti-
liser deux ingrédients en poudre a base de
protéines du lactosérum concentrées, déna-
turées thermiquement dans des conditions
acide et neutre et microparticulées a l'aide
d'un microfluidisateur. L'effet de l'incor-
poration de ces ingrédients protéiques a
été examiné sur le rendement fromager,
la composition et la texture du fromage
cheddar jeune ainsi que sur la micro-
structure de la matrice fromagére.

2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Matériel

Le lactosérum doux utilisé pour la fabrica-
tion des ingrédients protéiques provenait de la
fromagerie Saint-Michel Archange (Québec,
Canada). Il a été recueilli aprés le premier sou-
tirage partiel lors de la production du cheddar.
Il a été écrémé sur une écrémeuse Westfalia
Separator Model MP1254 (Oelde, Allemagne)
et ensuite pasteurisé a 75 "C pendant 17 s a
l'aide d'un pasteurisateur a plaque APV modéle
MC1622 type HX (Paraflow, Angleterre).

Le lait cru utilisé pour la fabrication des

fromages cheddar était un lait de grand
mélange, pasteurisé a 63 "C pendant 30 min. Le
ferment lactique de type DVS (direct vat star-
ter, lot # 9(0), la solution commerciale de chlo-
rure de calcium (CaCly) et la solution com-
merciale de présure 50-50 composée d'extrait
de chymosine et de pepsine ont été obtenus de
Chr. Hansen's Laboratory (Milwaukee, WI,
Etats-Unis).

2.2. Préparation des ingrédients
protéiques

Un lactosérum écrémé a une température
de 45 "C a été concentré par ultrafiltration (5x)
sur une membrane spiralée ayant un seuil de
coupure de 5 000 Da (Systeme Abcor, Kotch
Membrane Systems Inc., Wilimgton, Etats-
Unis), puis diafiltré a deux reprises. Le CPL
obtenu contient 84,4 % de protéines sur base
seche. Les protéines du CPL ont été dénatu-
rées thermiquement dans des conditions acide
et neutre. Le CPL avait un pH de 6,7 (CPL
6,7). Avant traitement, une partie du produit a
pH 6,7 a subi un ajustement de pH a4,2 (CPL
4,2) avec une solution aqueuse d'acide citrique
50 % (plv) de qualité alimentaire. Un traite-
ment thermique & 95 "C pendant 3 min a été
appliqué aux deux CPL dans un autocuiseur
(Groen MFG CO. Elk Grove, IL, Etats-Unis).
Aprés traitement, le pH a été réajusté a 6,7
pour le CPL dénaturé a pH 4,2 avec de
I'hydroxyde de sodium 50 % (plv). L'homo-
généisation a été faite par microfluidisation a
l'aide d'un microfluidisateur model M-1IO™
(Microfluidic Corporation, Boston, MA, Etats-
Unis) & un débit maximum de 36 Llh, une pres-
sion de 76 MPa et une température de 25 OC.
Une étape de concentration par microfiltration,
avec une membrane Ceraflo (Millipore, Bed-
ford, MA, Etats-Unis) ayant un seuil de cou-
pure de 0,45 um, a été effectuée afin d'aug-
menter le taux de matiéres solides totales &
20 % pour faciliter le séchage par atomisation
avec un Mini Spray Dryer Buchi 190 (Brink-
mann, Westbury, NY, Etats-Unis) [25].

2.3, Fabrication fromagere

A partir de lait de grand mélange, trois pro-
ductions différentes ont été effectuées avec un
lait témoin, un lait additionné de l'ingrédient
CPL 4,2 et un lait additionné de l'ingrédient
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CPL 6,7. Le taux d'incorporation des ingré-
dients protéiques a été calculé pour augmen-
ter la quantité totale des protéines du lait de
0,5 kg/lOO kg de lait (0,5 %). Les ingrédients
protéiques en poudre ont été incorporés au lait
cru avant la pasteurisation, ce qui permet une
meilleure répartition et hydratation des ingré-
dients. Trois répétitions ont été réalisées a par-
tir d'une micro-production  fromagére. Pour
chaque répétition, trois lots de fromages ont
été fabriqués dans une expérience en bloc com-
plet. Deux kg + 1g de lait pasteurisé et refroidi
a 32 "C ont été ~sés dans des plats de plas-
tique (Freshware c, capacité de 2,7 L) et pla-
cés dans un bain thermostaté. Les laits a une
température de 32 "C ont été inoculés avec le
ferment lactique (DVS) a une concentration

de 0,16 % (v/v). Aprés 50 min, le CaCl, et la
présure ont été ajoutés aux laits a une concen-
tration chacune de 0,025 % (v/v). Aprés 30
min, le coagulum a été coupé en cubes avec
un couteau muni de fils d'acier inoxydable

espacés de 7 mm. Aprés une période de repos
de 10 min le caillé aété chauffé graduellement

jusqu'a 38 "C sur une période de 40 min avec
agitation. Un soutirage partiel d'environ 50 %
du lactosérum a été effectué et le caillé a été
maintenu & 38 "C pendant 30 min avant le sou-
tirage final. Le caillé a subi une cheddarisa-

tionjusqu'a ce que le pH atteigne 5,3 avec une
inversion périodique des blocs. Les blocs ont
alors été coupés a l'aide d'un couteau bien
aiguisé en morceaux d'environ 30 x 15 x 20
mm. Cing grammes de sel ont été ajoutés a
chaque production. Le caillé a été placé dans
des moules Kadova (brevet canadien 84 5035)
et une pression de 300 Pa a été appliquée pen-
dant 16 h a la température de la piéce.

2.4. Analyse chimique

Les analyses chimiques des fromages ont
été faites immédiatement aprés pressage. Une
pointe totalisant un quart de meule a été décou-
pée, rapée et bien mélangée pour uniformiser
I'échantillonnage.  Le pourcentage de lipides
des fromages a été déterminé par la méthode
Babcok [24]. L'azote total des fromages, des
laits, des lactosérums et des poudres de CPL a
été mesuré par la méthode Kjeldahl [16]. Le
contenu en lipides des laits, des lactosérums
et des poudres de CPL a été déterminé par la
méthode de Mojonnier [3]. L'azote caséique
et l'azote non protéique (NPN) ont été déter-
minés en duplicata par la méthode Kjeldahl

[16]. Les caséines ont été sélectivement pré-
cipitées a leur pH isoélectrique de 4,6, élimi-
nées par filtration et le contenu en azote non-
caséique du surnageant a été dosé par Kjeldahl.
La fraction NPN a été obtenue par précipitation
des protéines et des protéases-peptones a l'acide
trichloroacétique a une concentration finale de
12 %. Le facteur de convertion de 6,38 a été
utilisé pour convertir l'azote en protéines. Le
taux de dénaturation des protéines des ingré-
dients protéiques a été évalué par mesure de
l'indice de solubilité de J'azote [17]. Le contenu
en matieres solides totales des laits, des lacto-
sérums et des fromages a été déterminé en qua-
druplicata selon la méthode de I'AOAC [3].
Le pH des fromages a été obtenu avec une élec-
trode a solide (Radiometer America Inc., West-
lake, OH, Etats-Unis).

2.5. Analyse de la taille des particules

L'évaluation  du diametre moyen et de
Jétendue de la distribution des agrégats pro-
téiques a été effectuée sur les ingrédients
liquides avant séchage par la méthode de spec-
troscopie d'auto-corrélation photonique (PCS)
utilisant un Nicomb Submicron Particle Sizer
System (Model 370, Pacifie Scientific, Manlo
Park, CA, Etats-Unis) [26].

2.6. Analyse microscopique

Des observations au microscope optique de
marque Zeiss #64448 (lena, Allemagne) ont
été effectuées sur les poudres de protéines du
lactosérum dénaturées et microparticulées réhy-
dratées a 2,5 % (p/v). La taille moyenne des
particules des poudres réhydratées a été mesu-
rée a partir des photos.

Les fromages ont été examinés par micro-
scopie électronique a balayage (SEM) Les fro-
mages ont été coupés en forme de prismes
d'approximativement  1x 1x 15 mm. Quatre a
six échantillons ont été fixés dans une solution
aqueuse de glutaraldehyde 2,8 % a 6 -C pen-
dant 24 h et ensuite déshydratés dans une série
de solutions d'éthanol  (20,40,60, 80, 96,
100 % d'éthanol). Ils ont été par la suite dégrais-
sés dans du chloroforme et ensuite dans une
solution pure d'éthanol. Les échantillons ont
été rapidement congelés a -150 "C dans du
Fréon 12 et transférés dans J'azote liquide ce
qui a provoqué la fracture des échantillons.
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Les fragments ont été décongelés -dans de
I'éthanol absolu (20 "C) et ensuite séchés par
du dioxide de carbone. Les fragments ont été
montés sur un ruban adhésif double-face fixé
aux piéces du SEM et ils ont été recouverts
d'une couche d'or (20 nm). lls ont été exami-
nés a l'aide d'un microscope électronique a
balayage de marque Zeiss DSM940 (lena, Alle-
magne). Les photographies ont été prises avec
un film Kodak T-Max 100 ASA.

2.7. Calcul des rendements fromagers

Le rendement actuel est défini comme le
nombre de kg de fromages produits a partir de
100 kg de lait.

Le rendement ajusté est calculé sur une base
de 37 % d'humidité, en tenant compte des
matiéres solides du lactosérum, a l'aide de la
formule [15] :

vy Y o) x L, WSCsef(eet), - Mact)
1-"WsCsef(std) - M(std)
avec:
- Y: rendement fromager (kg/IOO kg de lait) ;
- WSCsef: fraction de matieéres solides du
sérum dégraissé dans le fromage, en tenant
compte de l'effet d'exclusion des solutés da
aux protéines du fromage ;
- M : fraction de I'humidité dans le fromage (0,37) ;
- std : composition du fromage ajustée & une
composition standard ;

- act : rendement et composition du fromage
actuel sans ajustement.

Les taux de rétention de lipides et des pro-
téines du lait dans le fromage ont été calculés
selon les formules suivantes:
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% rétention de lipides =
masse des lipides dans le fromage x 100
masse des lipides dans le lait

% rétention protéines =
asse des protéines dans le fromage x 100
masse des protéines dans le lait

2.8. Analyse statistique

Une analyse de variance (Anova) a été réa-
lisée pour tester la signification des différences
des parametres de composition physico-chi-
mique et des rendements fromagers entre les
trois types de laits utilisés. Un test de Waller-
Duncan a été utilisé pour vérifier si les diffé-
rences (p <0,05) sont significatives.

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Ingrédients  protéiques
microparticulés

La composition des concentrés de pro-
téines du lactosérum (CPL) dénaturés et
microparticulés, sous forme de poudre,
est présentée au tableau J. L'ingrédient'
CPL 4,2 est composé de 79,9 % de pro-
téines alors que le CPL 6,7 en contient
82,9 %. Les deux ingrédients ont été pro-
duits & partir du méme CPL. L'ajout
d'acide citrique et d'hydroxyde de sodium
(NaOH) pour I'ajustement du pH du CPL
4,2 aeu un effet diluant ce qui peut expli-
quer une quantité plus faible de protéines
dans l'ingrédient CPL 4,2. Le taux de
dénaturation des protéines de l'ingrédient

Tableau 1. Composition des ingrédients protéiques microparticulés en poudre.
Table J. Composition of microparticulated protein powder.

Ingrédients Lipides
(%)
CPL4,2 8,2

CPL6,7 79

Protéines Dénaturation
des protéines
(%) (%)
79,9 88,5
82,9 82,1
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CPL 4,2 est de 88,5 % et de 82,1 % pour
le CPL 6,7. La quantité de protéines du
lactosérum dénaturées est affectée par le
pH pendant le chauffage [12]. La zone ou
les protéines sont les plus sensibles a la
chaleur se situe entre les pH 4 et 6. La
dénaturation est immédiatement  suivie
d'agrégation et de précipitation [7, 12]. La
réduction de la charge nette des protéines
prés du point isoélectrique (pH 4,6) va
minimiser les répulsions électrostatiques

intermoléculaires ce qui va faciliter I'agré-
gation des protéines par des liens hydro-
phobes [28]. On observe une baisse de la
dénaturation protéique pour des pH supé-
rieurs a 6,5 car a ces pH, la solubilité des
protéines est élevée [12]. Il se produit éga-
lement une stabilisation de la molécule
par la création de ponts disulfures et par
une réactivité accrue des groupements

thiols aux pH supérieurs a 6,7 [12]. Les
effets peuvent expliquer que le taux de
dénaturation des protéines du CPL 4,2 soit
plus élevé que celui du CPL 6,7.

La microfluidisation a réduit Ia taille
des agrégats protéiques formés lors du
traitement thermique pour dénaturer les
protéines. Une analyse par PCS a permis
de déterminer que les agrégats protéiques
étaient devenus de fines particules ayant
une taille se situant entre 1et 10 um. Des
observations au microscope optique aun
grossissement de 40 x ont été effectuées
sur les poudres réhydratées des ingré-
dients protéiques (figures la et Ib). La
taille moyenne des particules du CPL 6,7
est de 5,2 +2,8/Im en comparaison avec
celle du CPL 4,2 qui est de 7,6 + 3,0 um.
Selon Lelievre [23], les agrégats pro-
téiques devraient avoir une grosseur entre
0,1 et 10 um pour ne pas perturber le
réseau caséique formé lors de la fabrica-
tion fromagére. De plus, il faut que
I'ingrédient ait une forme sphérique pour
obtenir un bon ingrédient protéique [27].
Les particules des deux CPL (6,7 et 4,2)
apparaissent de forme sphérique (figures
la et 1b). Les particules du CPL 4,2 réhy-

draté ont une dimension légerement plus
grande que celles de l'ingrédient CPL 6,7.
Langton et Hermansson [19] ont observé
que la structure d'un gel de CPL formé a
pH 4,5 était composé de particules sphé-
riques de taille plus grande qu'un gel
formé apH >6,0. La microstructure et les
propriétés physiques des protéines du lac-
tosérum sont affectées par le pH et les
conditions du traitement thermique [19].
De plus, Buchheim et Jelen [9] ont aussi
observé par microscopie électronique,
qu'un CPL dénaturé apH 4,5 formait de
larges agrégats compacts et bien définis
alors qu'un CPL dénaturé a pH 6,5 pro-
duisait des agrégats beaucoup plus petits et
moins denses.

3.2. Effets des ingrédients protéiques
microparticulés  additionnés
au lait de fromagerie

3.2.1. Composition des laits
de fromagerie

La composition des laits utilisés pour
la fabrication fromagére est présentée au
tableau Il. La quantité de protéines totales
a été augmentée de 0,5 % pour les laits
additionnés des ingrédients protéiques par
rapport au témoin non enrichi. La méthode
d'analyse des caséines a également dosé
les ingrédients protéiques microparticu-
lés dans les laits enrichis ce qui explique
les valeurs plus élevées en caséines rela-
tivement au lait témoin bien qu'aucun
ajout de caséines n'ait été réalisé. Ainsi
le lait témoin et les laits additionnés de
CPL 6,7 et CPL 4,2 présentaient  des
concentrations en caséines de 2,57 =+
0,08 %, 3,02 +0,08 et 2,99 +0,09 %, res-
pectivement. Au cours de la précipitation
des caséines par l'acide acétique
(CH,COOH, 10 % viv), les protéines du
lactosérum  dénaturées microparticulées
ont précipitt en méme temps que les
caséines. Ceci démontre que les protéines
du sérum microparticulées ne sont plus
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Figure 1. Examen en microscopie optique des ingrédients protéiques microparticulés

(40 X) (a) CPL 6,7 et (b) CPL 4,2.

Figure 1. Optical microscopy ofmicroparticulated

(a) WPC 6.7 and (b) WPC 4.2.

solubles. Alors, elles devraient étre rete-
nues dans le réseau caséique lors de la
fabrication fromagere. Un bilan de matiére
a été effectué pour déterminer par calcul la
quantité de caséines dans les laits expéri-
mentaux. Le lait additionné du CPL 6,7
contient 2,57 £+ 0,08 % de caséines et celui
du CPL 4,2, 2,53 + 0,06 % de caséines.

réhydratés

protein ingredients powder rehydrated (40 X)

La différence entre ces résultats et les
valeurs d'analyse des caséines correspond
approximativement  a la quantité d'ingré-
dients protéiques microparticulésajoutée

au lait, soit 0,45 + 0,03 % pour le CPL 6,7
et 0,46 + 0,03% pour le CPL 4,2. La quan-
tité totale de matiéres solides totales des
laits additionnés des ingrédients micro-



310 Y. Lebeuf et al.

Tableau

téiques microparticulés (n = 3).

1. Composition moyenne du lait témoin et des laits enrichis avec les ingrédients pro-

Table 1l. Composition of control milk and milks fortified with microparticulated protein ingre-

dients (n =3).
Laits Témoin

X SD

Protéines totales (%) 3,19 0,05

Caséines (%) 2,57 0,08

NPN' (%) 0,18 0,00

Lipides (%) 346 021

Matiéres solides

totales (%) 12,15 0,07

1NPN : azote non protéique.
1tNPN: non protein nitrogen.

particulés a augmenté de 0,50 % pour le
CPL 6,7 et de 0,53 % pour le CPL 4,2 par
rapport au lait témoin. La composition des
laits additionnés de l'ingrédient CPL 6,7 et
de l'ingrédient CPL 4,2 est relativement
semblable.

3.2.2. Composition des fromages

L'addition de protéines du lactosérum
dénaturées et microparticulées au lait de
fromagerie augmente de fagon significa-
tive (p <0,05) l'humidité des fromages
(tableau /II). L'humidité des fromages
augmente en moyenne de 4,80 % et
5,56 % pour les laits additionnés des ingré-
dients CPL 6,7 et CPL 4,2 par rapport au
fromage témoin. Cet effet de I'enrichis-
sement en CPL du lait de fromagerie sur
I'humidité des fromages peut étre expli-
queé par le fait que les protéines du lacto-
sérum dénaturées ont une plus grande
capacité a lier l'eau que les caséines [4].
On n'observe pas de différence significa-
tive dans la quantité de protéines totales
entre le fromage témoin et les fromages

CPL6,7 CPL4,2

X SD X SD
3,70 0,08 3,68 0,04
3,02 0,08 299 0,09
0,20 0,02 0,21 0,02
3,64 0,01 339 0,22
12,65 0,07 12,68 0,16

expérimentaux. En revanche, une dimi-
nution significative des lipides de 13 %
est observée pour les fromages expéri-
mentaux par rapport au fromage témoin.
La baisse des lipides des fromages expé-
rimentaux serait due essentiellement ala
composition  (rapport protéinesllipides)

des laits enrichis par rapport au lait témoin.
L'enrichissement  en protéines des laits
expérimentaux provoque un débalence-
ment du rapport protéinesllipides. Ce rap-
port protéinesllipides n'a pas été standar-
disé a un rapport constant ce qui peut
expliquer cette perte en lipides des fro-
mages additionnés des ingrédients pro-
téiques microparticulés. L'ajout des CPL
ne semble pas avoir modifié le procédé
de fabrication des fromages. Les temps de
fabrication et I'évolution du pH étaient
comparables au fromage témoin. De plus,
les caillés semblaient visuellement avoir la
méme fermeté au moment du coupage. En
revanche, en modifiant le procédé de fabri-
cation fromagere, soit le temps de coagu-
lation du lait et le chauffage du caillé, cela
permettrait possiblement de diminuer les
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Tableau

I11. Composition moyenne du fromage

témoin et des fromages cheddar additionnés

des ingrédients protéiques et rétention du gras et des protéines dans les fromages (n = 3).

Table M. Composition of control cheese and Cheddar cheese fortified with microparticulated pro-
tein ingredients and fat and protein retention in the cheese (n =3).

Laits Témoin

X SD
Humidité (%) 34,782 0,14
Lipides (%) 34912 0,25
Protéines (%) 2541" 0,27
UESI (%) 53,5, 0,50
PIES2 (%) 38,9 0,33
pH s.io- 002
Rétention lipides (%) 95,8a 1,19
Rétention protéines (%) 76,82 0,63

ac Moyennes avec la méme lettre: ne sont pas significativement

sec. 2 PIES : protéines/extrait  sec.

CPL6,7 CPL4,2
X SD X SD
39,58 0,88 40,34> 0,48
30,16° 0,29 30,080 0,62
25,522 0,68 24,762 0,31
49,90 0,79 50,4b 0,78
42,2< 0,53 41,40 0,23
5,092 0,07 5152 0,10
89,30 0,69 89,30 0,69
75,92 1,32 74,70 0,69
différentes: p <0,05. 1 UES : lipides/extrait

ac Means with the same letter are not significantely different P <0,05. 1 UES: fat/dry matter. 2 PIES: proteins/dry

matter.

différences d'humidité entre le fromage
témoin et les fromages expérimentaux et
de diminuer les pertes dans le lactosérum.
Le pH final des fromages expérimentaux

est comparable au fromage témoin.

L'acide citrique utilisé pour la production
de l'ingrédient CPL 4,2 n'a pas d'effet sur
la fabrication et la composition des fro-
mages. Pendant la dénaturation du CPL,
l'acide citrique a chelaté les minéraux dont
le calcium présent dans le CPL. L'acide

citrique participe a l'agrégation des pro-
téines du lactosérum pendant le traitement
thermique ce qui le rend non disponible

dans le lait de fromagerie pour chelater le
calcium. De plus, on n'observe pas de dif-
férence significative de composition entre
les fromages faits avec l'ingrédient CPL
6,7 et l'ingrédient CPL 4,2.

3.2.3. Composition des lactosérums
de fromagerie

L'analyse de la composition du lacto-
sérum donne des informations indirectes
sur la qualité de la production fromagere.
On retrouve une quantité plus élevée de
protéines et de matiéres solides totales
pour les lactosérums expérimentaux com-
parativement a celui du témoin (tableau
V). Une augmentation de la concentra-
tion moyenne de protéines de 0,23 % est
observée dans le lactosérum du fromage
fait avec le CPL 6,7 et de 0,22 % pour
celui du CPL 4,2, possiblement des pro-
téines solubles. Cette augmentation est
nettement inférieure au niveau d'enri-
chissement en protéines de lactosérum
dénaturées et microparticulés des laits de
fromagerie, de 0,5 %. Ce résultat démontre
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Tableau

Laits Témoin
X SD
Protéines totales (%) 0,81 0,07
NPNI (%) 0,28 0,05
Lipides (%) 0,34 0,06
Matiéres solides
totales (%) 6,71 0,06

1NPN : azote non protéique.
1NPN: non protein nitrogen.

qu'une partie importante de ces protéines
a été retenue dans la matrice fromagere.
La quantité de lipides moyenne varie de
0,34 % % 0,06 pour le lactosérum témoin
20,42 % £ 0,01 et 0,44% = 0,06 pour les
lactosérums additionnés des ingrédients
CPL 6,7 et CPL 4,2. 1l Ya perte de lipides
a lI'égouttage  d0 a une perte de la qualité
du coagulum. L'ajout des protéines du lac-
tosérum dénaturées et microparticulées
augmente la quantité de particules dans la
matrice aux dépens des caséines néces-
saires a former la matrice fromagere ce
qui provoque les pertes en protéines et
lipides dans le lactosérum.

3.2.4. Rendement fromager

Le rendement fromager est influencé
par la composition du lait en particulier
sa teneur en lipides et en caséines, la com-
position finale du fromage, les pertes de
lipides, de protéines et de fines dans le
lactosérum et la technique de fabrication
fromagere. Un facteur trés important des
rendements fromagers est 'I'humidité du
fromage. Une augmentation de 1 % de
I'humidité d'un fromage contenant 37 %
d'’humidité augmentera le rendement de
1,87 % [13]. L'humidité des fromages

IV, Composition moyenne des lactosérums de fromagerie (n = 3).
Table V. Composition of cheese whey (n = 3).

CPLG6,7 CPL4,2

X SD X SD
1,04 0,01 1,03 0,02
033 0,03 0,35 0,04
042 0,01 0,44 0,06
6,99 0,07 710 0,07

expérimentaux est significativement plus
élevée que celle du fromage témoin

(tableau 11I), ce qui occasionne une aug-
mentation des rendements fromagers. Le
rendement actuel est significativement

plus faible pour le fromage témoin com-
parativement aux fromages expérimen-

taux. Une augmentation  moyenne de
14,48 % et de 15,20 % du rendement

actuel a été observée pour les fromages
fabriqués avec les laits additionnés des
ingrédients protéiques CPL 6,7 et CPL 4,2
(tableau V). Le rendement ajusté a été uti-
lisé pour corriger les variations du rende-
ment causées par I'humidité des fromages
[14]. Le rendement ajusté a une humidité
constante du fromage (37 %) en tenant
compte des matiéres solides du lactosérum
a été calculé (tableau V). Selon Emmons
[14], ilest important d'inclure les matiéres
solides du lactosérum lorsque la différence
d'’humidité est causée par des niveaux de
I'égouttage différents du caillé et lorsque
la différence d'humidité est grande. Les fro-
mages expérimentaux présentent un ren-
dement ajusté significativement plus élevé
que le fromage témoin, avec une augmen-
tation en moyenne de 5,23 % avec l'ingré-
dient CPL 6,7 et de 4,32 % avec l'ingrédient
CPL 4,2 (tableau V). Cette augmentation
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Tableau V. Effet de I'addition des ingrédients protéiques sur les rendements fromagers (n = 3).

Tableau V. Effect of incorporation of whey proteins denaturated and microparticulated

cheese yield (n = 3).

Rendement actuel

Rendement Différence SD

(k) (kg) (%)
Témoin 9,60" 0,12
CPL6,7 10,990 1,39 14,48 0,08
CPL4,2 11,06> 146 1520 0,09

ab Moyennes suivies de la méme lettre: ne sont pas significativement différentes;
standard de fromage de 37 % d'humidité,

a une composition
tosérum.

on the:
Rendement ajusté!
Rendement Différence SD
(k) (kg) (%)
9,94" 0,06
10,46> 052 523 010
10,370 043 432 010

p <0,05. 1Rendement ajusté
en tenant compte des matiéres solides du lac-

a Means with the same letter are not significantely different; P <0,05. 1Yield is adjusted at a standard mois-
ture composition of cheese of 37 % with fraction fat-free whey solids in cheese.

des rendements ajustés s'explique par la
présence de protéines du sérum dénatu-
rées et microparticulées dans les laits enri-
chis de CPL. Une partie des ingrédients
protéiques rnicroparticulés est retenue dans
la matrice fromagere ce qui augmente les
rendements ajustés des fromages expéri-
mentaux. Les microparticules hydratées
sont emprisonnées dans le caillé et se com-
porteraient comme les globules de gras
dans la matrice de protéine [2]. Dans notre
étude, la quantité ajoutée d'ingrédient pro-
téique microparticulé  était d'environ 6
g/kg de lait. Banks et Muir [5] qui utili-
saient une plus grande quantité de leur
CPL dénaturés, soit 40 g/kg de lait ont
observé une augmentation du rendement
ajusté pour I'humidité de 7 %. Les pro-
téines du lactosérum utilisées de notre
étude ont un taux de dénaturation élevé et
une taille de particules réduite ce qui aug-
mente leur rétention dans les fromages.

Il est généralement reconnu qu'environ
70 -77 % des protéines totales du lait peu-
vent étre retenues dans le fromage [10].
Dans le tableau I1l, une diminution signi-
ficative de la rétention des protéines est

observée pour le fromage fait avec l'ingré-
dient CPL 4,2 par rapport au fromage
témoin et a celui enrichi par le CPL 6,7
alors qu'on n'observe pas de différence
significative entre ces deux derniers. La
rétention des lipides est significativement
plus faible pour les fromages expérimen-
taux que pour le fromage témoin (tableau
1If). Cette perte en lipides est attribuée au
fait que les ingrédients protéiques micro-
particulés additionnés au lait de fromage-
rie sont emprisonnés  dans le réseau
caséique. lls agissent jusqu'a un certain
point comme la matiére grasse. Une
meilleure rétention de la matiere grasse
dépend du rapport caséines/lipides du lait
de fromagerie qui est de 0,70 pour le ched-
dar [6]. Le rapport caséines/lipides + les
ingrédients protéiques rnicroparticulés des
laits enrichis est de 0,63 + 0,02 pour le
lait additionné du CPL 6,7, de 0,66 + 0,04
pour le lait additionné du CPL 4,2 et de
0,74 + 0,04 pour le lait ttmoin. Donc, le
ratio caséines/lipides + ingrédients pro-
téiques microparticulés du lait de froma-
gerie est beaucoup plus faible pour les fro-
mages expérimentaux. Ce faible rapport



314 Y. Lebeuf et al.

dans les laits enrichis occasionnerait la
formation d'un coagulum fragile et des
pertes importantes en lipides et protéines
lors de I'égouttage du caillé. Les caséines
ne peuvent pas emprisonner tout ces élé-
ments dans le réseau caséique. Il est donc
évident que dans le cas des traitements
expérimentaux, la caséine est diluée dans
le coagulum et le fromage par l'ajout des
ingrédients protéiques microparticulés. 1l
en résulte des propriétés d'égouttage
moins bonnes que pour le fromage témoin,
un caillé hétérogéne et friable et des pertes
plus importantes en lipides et protéines
dans le sérum. Toutefois, malgré les pertes
de lipides et de protéines, les fromages
expérimentaux ont un rendement fromager
nettement supérieur au fromage témoin.
Pour éliminer la perte en lipides et pro-
téines des fromages expérimentaux, il fau-
drait diminuer la quantité de lipides du lait
en fonction de la quantité d'ingrédients
protéiques microparticulés  ajouté. Cela
permettrait ~ de maintenir  un rapport
caséines/lipides + ingrédients protéiques
microparticulés standard pour la fabrica-
tion fromagére.
3.2.5. Microstructure des fromages

La microscopie électronique a balayage
(SEM) a permis d'illustrer les différences
de microstructure entre le fromage témoin
et les fromages expérimentaux. Lesfigures
2a et 3a représentent la matrice protéique
d'un cheddar conventionnel. Une struc-
ture uniforme et compacte est observée.
Les espaces vides dans la matrice pro-
téique indiquent la localisation de l'eau et
des lipides. Sur lafigure 3a, on note la
présence de bactéries lactiques contenues
dans le réseau protéique. Les figures 2b
et 3b représentent le fromage cheddar
fabriqué avec le lait additionné de I'ingré-
dient CPL 6,7. Les protéines du lactosé-
rum dénaturées et microparticulées ont été
retenues dans la matrice fromageére. La
structure globulaire des particules incor-
porées est bien préservée. La taille réduite

des agrégats protéiques a permis de les
intégrer dans le réseau caséique. Le réseau
protéique est légérement plus ouvert et
moins compact pour le fromage fait avec
I'ingrédient CPL 6,7 qu'avec le cheddar
témoin. La présence des agrégats de pro-
téines du lactosérum dénaturées et micro-
particulées modifie la structure du fro-
mage cheddar. Les protéines du lactosérum
dénaturées et microparticulées ayant la
capacité de retenir l'eau rendent I'étape
d'égouttage des fromages plus difficile ce
qui explique un réseau de protéines plus
lache. Ce réseau de protéines moins com-
pact expliquerait aussi la perte en lipides et
protéines des fromages expérimentaux.

Lesfigures 2e et 3e représentent le fro-
mage cheddar fabriqué avec l'ingrédient
CPL 4,2. Les particules ont aussi conservé
leur forme sphérique. Lafigure 3e permet
d'observer a un grossissement plus élevé
des particules sphériques microfluidisées.
Cette figure révéle que les particules sont
composées d'une association de plusieurs
petits agrégats globulaires de protéines du
lactosérum  dénaturées et microparticu-
lées. Selon Buchheim et Jelen [9], la déna-
turation par la chaleur provoque la for-
mation d'agrégats submicroscopiques de
tailles variables qui sont la structure des
agrégats microscopiques. On observe aussi
que le réseau protéique formé avec le CPL
4,2 est plus ouvert que celui du fromage
témoin. En revanche, l'ingrédient CPL 4,2
semble mieux s'intégrer dans le réseau
protéique que lingrédient CPL 6,7. La
structure du fromage fait avec le CPL 4,2
est moins ouverte et plus uniforme que
celle du fromage fait avec le CPL 6,7. On
observe aussi de petits agrégats de pro-
téines dénaturées et des particules de dia-
metre plus grand que 10 um dans le fro-
mage CPL 4,2.

L'addition des protéines du lactosérum
dénaturées et microparticulées modifie la
structure des fromages. Le réseau de
caséines est moins uniforme et les cavi-
tés ou l'eau est retenue sont plus grandes
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Figure 2. Microstructure des fromages additionnés des ingrédients protéiques microparticulés par
SEM (1000 X) (a) fromage témoin, (b) fromage CPL 6,7 et (c) fromage CPL 4,2.

Figure 2. Microstructure of chee se fortified with whey proteins microparticulated by SEM
(1 000 X) (a) cheese control (b) cheese WPC 6.7 and (c) cheese WPC 4.2.
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Figure 3. Microstructure des fromages additionnés des ingrédients protéiques microparticulés par
SEM (3000 X) (a) fromage témoin, (b) fromage CPL 6,7 et (c) fromage CPL 4,2.

Figure 3. Microstructure of cheese fortified with whey proteins microparticulated by SEM
(3000 X) (a) cheese control (b) cheese WPC 6.7 and (c) chee se WPC 4.2.
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comparativement & un cheddar normal.

Du fait que les protéines du lactosérum

dénaturées ont la capacité de retenir I'eau,

on peut observer de grandes quantités

d'eau autour des agrégats de protéines

dénaturées de taille supérieure a 10 1J.m
(figure 2b).

4. CONCLUSION

Cette étude démontre qu'il est possible
de produire des particules sphériques a
partir d'agrégats de protéines du lactose-
rum dénaturées thermiquement et micro-
parti culées par microfluidisation.

L'addition des protéines du lactosérum
dénaturées et microparticulées au lait de
fromagerie a permis une augmentation
importante des rendements fromagers. La
composition et la texture des fromages
produits a partir de lait additionné de CPL
4,2 et CPL 6,7 ont été modifiées. Les fro-
mages étaient en général plus humides et
une partie importante des protéines micro-
parti culées a été retenue dans la matrice
fromagére. Une diminution de la réten-
tion des lipides dans les fromages causée
par la présence des CPL a été observée.
L'examen par microscopie électronique
des fromages a permis de visualiser la
structure sphérique et globulaire des agré-
gats de protéines du lactosérum. Les fro-
mages expérimentaux  présentaient  un
réseau caséique plus ouvert et moins uni-
forme qu'un cheddar normal.

Les résultats obtenus nous permettent
de croire que cette technologie pourrait
étre optimisée dans le cas des fromages
allégés. En effet, les pertes en lipides et
protéines sont associées a un faible rap-
port protéinesllipides (si on considére les
ingrédients  protéiques microparticulés
comme la matiére grasse), il serait donc
intéressant de voir quel genre de produit
allégé on obtient en standardisant notre
rapport protéinesllipides & 0,70 par l'ajout
de caséines (poudre de lait écrémé). On

aurait un fromage avec un bon rapport
protéines/lipides, mais avec un contenu
en lipides réduit.
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