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Résumé - Le protocole précédemment décrit pour rechercher et doser le lait de vache dans les
fromages au lait de brebis (Rispoli et Saugues, 1989) est appliqué ici au cas des fromages treés pro-
téolysés, tels que les fromages a pate persillée. Pour cette étude, une fabrication spéciale de fro-
mages de brebis fraudés par ajout de lait de vache (cru, pasteurisé, poudre) est réalisée par la So-
ciété des caves Roquefort, en utilisant la technologie type Roquefort. Ces fromages «type
Roquefort» sont analysés par isoélectrofocalisation des lactosérums, a divers stades d'affinage (de
15 a 365 jours apres la fabrication). Malgré le degré de protéolyse avancé de ces fromages, dans
tous les cas le lait de vache est mis en évidence et la quantité est déterminée.

isoélectrofocalisation  1lactosérum 1fromage au lait de mélange 1fromage Roquefort

Summary - Identification and quantitative determination of cow's miik in ewe's cheeses us-
ing isoeiectric focusing of wheys. Application to cheeses at high rlpening stage: Roquefort
cheeses. The procedure previously described by Rispoli and Saugues (1989) for qualitative and
guantitative determination of cow's milk in ewe:S cheeses was applied to highly ripened cheeses
such as blue cheese. Special fabrication of reference ewe's cheeses adulterated with cow's milk
(raw, pasteurized or dried) was made by the Société des Caves Roquefort according to Roquefort-
type technology. These Roquefort-type cheeses were analyzed by isoelectric focusing of extracted
cheese wheys at different ripening stages (15-365 d after fabrication). In spite of the high ripening
stage of these cheeses, the qualitative and quantitative determination of cow's milk was still possi-
ble.

isoeleefrie  foeusing / whey / mixed milk eheese / Roquefort eheese
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INTRODUCTION

L'adultération du lait de brebis par ajout de
lait de vache lors de la fabrication des fro-
mages de brebis constitue une fraude.
Pour mettre en évidence cette fraude,
parmi les différentes méthodes existant
actuellement, les techniques électrophoré-
tiques (électrophorése, isoélectrofocalisa-

tion) sont tres utlisées (Ramos et Juarez,
1984). Elles permettent de caractériser les
protéines des différentes especes de lait.

Ces méthodes donnent des résultats
satisfaisants pour l'analyse des laits et des
fromages peu affinés, mais présentent des
limites d'utilisation pour les fromages a
forte maturation. En effet, dans ce cas,
des produits issus de la protéolyse peu-
vent masquer les bandes protéiques a
identifier, rendant ainsi le diagramme élec-
trophorétique ininterprétable (Pierre et
Portmann, 1970; Krause €t al, 1982).

Parmi les fromages de brebis, les fro-
mages Roquefort se distinguent par leur
niveau élevé de protéolyse : les enzymes
de la moisissure Penicillium exercent une
action protéolytique profonde, libérant des
produits de poids moléculaires, aussi bien
élevés que -faibles (Desmazeaud €t al,
1976); ce type de fromage constitue donc
un matériel idéal pour tester les limites de
validit¢ de telles méthodes en ce qui
concerne la protéolyse. Si la méthode de
Addeo et al (1984), basée sur la caractéri-
sation des paracaséines k par isoélectrofo-
calisation permet d'analyser les fromages
Pecorino jusqu'a 5 mois d'affinage, cette
méme méthode n'a pas permis d'analyser
les fromages type Roquefort a forte pro-
téolyse.

En effet, Mauriello et al (1989) dosent le
lait de vache dans des fromages type Ro-
quefort jusqu'a 1 mois, par isoélectrofocali-
sation des paracaséines K, mais pour un
temps d'affinage plus long (fromages de 4

et 5 mois), cette méthode s'est avérée ina-
daptée pour ce type de fromage : une
bande résultant de la protéolyse se
confond alors avec la paracaséine k bo-
vine.

Les méthodes basées sur la caractéri-
sation des protéines du lactosérum ont été
moins étudiées que celles s'intéressant
aux caséines. Cet intérét moindre peut
s'expliquer par leur limite d'utilisation en
cas de traitement thermique, du fait de la
thermosensibilité  de ces protéines (Dono-
van et Mulvihill, 1987).

Dans le présent travail, nous nous pro-
posons de rechercher et quantifier le lait
de vache dans des fromages type Roque-
fort par isoélectrofocalisation des lactosé-
rums. Le protocole précédemment décrit
par Rispoli et Saugues (1989) sera utilisé,
afin d'en apprécier la limite de validité en
cas de protéolyse.

MATERIEL ET METHODES

Laits mis en fabrication

- lait de brebis cru, race Lacaune (lait de grand
mélange).

-lait de vache cru (lait de grand mélange).

-lait de vache pasteurisé (70 oC pendant 25 s).

- lait de vache en poudre (fabrication «spray»)
reconstitué a 12% (PIV).

Fabrication des fromages

Plusieurs types de laits entrent dans la fabrica-
tion des fromages :

- lait 100% de brebis;

- lait de brebis contenant 4% de lait de vache
cru;

- lait de brebis contenant 4% de lait de vache
pasteurisé;
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- lait de brebis contenant-7% de lait de vache
pasteurisé;

- lait de brebis contenant 5% de lait de vache
en poudre reconstitué.

A partir de ces laits, la Société des Caves de
Roquefort réalise des minifabrications de fro-
mages, selon la technologie suivante: au lait ré-
chauffé a 33 oC sont ajoutés les ferments lacti-
ques, la présure et le Penicillium; apres 2 h, le
caillé est découpé, brassé et mis en moule;
I'égouttage s'effectue en salle a 18 "C pendant
3jours; les fromages sont ensuite salés au sel
sec; apres le salage, soit 10 jours apres la fabri-
cation, ils sont transférés en cave d'affinage.

L'affinage comporte deux phases : la lre
phase dure 15 jours a 12 oC, le Penicilium se
développe dans les cavités de la pate; la se-
conde phase s'effectue a basse température
pendant une durée variable (de 3 mois a 1 an).

Dans l'étude présente, un fromage de cha-
que minifabrication est prélevé pour l'analyse a
divers temps d'affinage : selon les cas, 15, 70,
140, 180 et 365 jours aprés la fabrication (ta-
bleaux 1 et II).

Détermination de la teneur €N matiéres
azotées des fromages

L'azote total exprimé en protéines est déterminé
par la méthode de Kjeldahl (N x 6,38). L'azote
soluble est déterminé de la méme maniere sur
le filtrat obtenu, aprés précipitation a l'acide tri-
chloroacétique du fromage solubilisé en milieu
citrate de sodium.

Préparation des extraits

pour /'isoélectrofocalisation  (/EF)

Cing grammes de fromage (prélevés dans la
partie contenant le moins de moisissures) sont
broyés dans 5 a 10 ml d'eau distillée. Le mé-
lange est ajusté a pH 4,6, puis centrifugé pen-
dant 15 min a 6 800 g. Le surnageant contenant
les protéines du lactosérum est récupéré : les
traces de matiére grasse sont éliminées par un
traitement au chloroforme, a raison de 1 ml de
lactosérum pour 2 ml de solvant.

Protocole d'analyse

par isoélectrofocalisation  (IEF)

Les gels pour I'EF sont réalisés selon la mé-
thode précédemment décrite par Rispoli et
Saugues (1989) : gel de 0,8 mm d'épaisseur a
5% d'acrylamide, 0,15% bisacrylamide, 2%
d'ampholyte pH 4-8.

Sur un méme gel, sont déposés les extraits
des fromages Roquefort a analyser et des fro-
mages témoins (100% brebis, 5, 10 et 100%
vache). La migration a lieu a 8 oC, a une puis-
sance constante de 5 W pendant 2 h 30. Le gel
est coloré selon la méthode de Blakesley et
Boezi (1977).

A Tlaide des témoins, nous repérons sur le
diagramme IEF les bandes V et B choisies pour
caractériser les deux espéces de lait. L'intensité
de coloration de ces bandes est évaluée a l'aide
d'un densitomeétre TLC Scanner Il Camag; la
lecture s'effectuant au centre des bandes colo-
rées. Chaque profil d'IEF est analysé 3 fois par
densitométrie; pour chaque lecture densitométri-
que, le rapport de densité de bandes v/b est cal-
culé.

Tous les fromages a analyser sont traités
3 fois, conformément au protocole ci-dessus dé-
crit (fig 1). I~e ~ ~[)<0.AJ-.0~

Pour chaque fromage analYse, nous obte-
nons 9 valeurs du rapport v/b. La moyenne de
ce rapport est reportée sur I'abaque (fig 2) pré-
cédemment établi (Rispoli et Saugues, 1989) et
le pourcentage de lait de vache est déterminé.

RESULTATS

Analyse de la matiere azotée
des fromages

Les teneurs en matiére azotée totale et
matieére azotée soluble de tous les fro-
mages Roquefort analysés sont rassem-
blées dans le tableau 1. Nous voyons que
le taux de matieére azotée soluble par rap-
port a la matiére azotée totale, qui n'est
que de 8% pour un fromage frais, aug-
mente au cours de l'affinage. Aprés 70
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Tableau 1.Teneur en azote total et en azote soluble des fromages Roquefort.

Total nitrogen and soluble nitrogen in Roquefort cheeses.

Echantillons Temps Azote total exp
analysés d'affinage en protéines
(jours) (91100 g)
100% brebis 15 19,4
4% vache cru 15 19,3
5% vache poudre 15 19,5
7% vache pasteurisé 15 18,4
100% brebis 70 19,6
4% vache pasteurisé 70 19,1
5% vache poudre 70 20,6
7% vache pasteurisé 70 18,9
100% brebis 140 20,2
4% vache cru 140 19,9
5% vache poudre 140 20,3
7% vache pasteurisé 140 19,5
100% brebis 180 19,9
4% vache pasteurisé 180 18,3
7% vache pasteurisé 180 19,1
100% brebis 365 20,0
4% vache pasteurisé 365 20,0
FROMAGE A TESTER
Extraction Extrait Extrait Extrait
n°1 n°2 n°3
! ! !
IEFmigration gel gel gel
d'1EF1 d'IEF2 d'IEF3
~:~~;~~élrigUeS \] \ \] ]-\ JD \
vibvib v/b  v/b vibvib vib vib
~pour /c~e  fromjlgé"analysé, n~ ob-

de ce rapport

cé emment létablie (Risp~
?t.le poJé'entage de lait de vache est

tenons 9ya|eur§/du ~apport ~Jb. La proy~~~ne
e reportée sur I'abaque (fi  4)

Saug es,

v/a

1,7
1,8
1,9
.18

6,8
9,0
9,9
9,6

11,3
12,6
12,8
11,4

10,2
10,7
10,5

12,5
13,3

LAL"

Azote soluble exp
en protéines
(91100 g)

20
~\)~
Figure~~~

% Azote soluble
azote total

8,7

9,7
9,8

34,7
47,1
48,0
50,8

55,9
63,3
63,0
58,4

51,3
58,5
55,0

62,5
66,5

~A:Hdo~
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Tableau 1. Pourcentages de lait de vache déterminés en fonction des rapports de densité de bandes

vlb pour tous les fromages analysés.

Percentages of cow's milk determined by density coloration ratios of the cie bands for ail analysed

cheeses.

Echantillons Temps daffinage Rapport de densité de % de lait

analysés (jours} bande v/b de vache(b)
Moyenne (a) Ecart type

Pur brebis 15 Lait de vache non décelé

4% vache cru 15 0,050 0,020 3

5% vache poudre 15 0,056 0,015 3

7% vache pasteurisé 15 0,130 0,031 7

Pur brebis 70 Lait de vache non décelé

4% vache pasteurisé 70 0,063 0,023 3

5% vache poudre 70 0,063 0,018 3

7% vache pasteurisé 70 0,130 0,032 7

Pur brebis 140 Lait de vache non décelé

4% vache cru 140 0,080 0,022 4

5% vache poudre 140 0,090 0,018 5

7% vache pasteurisé 180 0,146 0,020 7

Pur brebis 180 Lait de vache non décelé

4% vache pasteurisé 180 0,093 0,018 5

7% vache pasteurisé 180 0,136 0,025 7

Pur brebis 365 Lait de vache non décelé

4% vache pasteurisé 365 0,084 0,027 4

lal Moyenne de 9 valeurs. Mean of 9 values.

Ib) Déterminé d'apres l'abaque témoin. Determined from reference curve.

jours, ce taux est voisin de 50% pour la
plupart des échantillons; il augmente en-
suite plus doucement, et dépasse 60%
pour les fromages fabriqués depuis 1 an.

Isoélectrofocalisation.  Détermination
du pourcentage de lait de vache
dans les fromages

Les profils d'lEF des fromages Roquefort
(temps d'affinage correspondant a 70, 140,
180 et 365 jours apres la fabrication), et

des fromages témoins sont représentés
sur les figures 3 et 4.

Parmi les 3 bandes de I'échantillon té-
moin 100% brebis, la bande 8 choisie pour
caractériser l'espéce brebis est la bande
inférieure. La bande V caractérisant I'es-
péce vache est la plus basse des 2
bandes majeures de I'échantillon témoin
100% vache. Nous remarquons que quel
que soit le temps d'affinage, les profils
d'IEF sont similaires, et dans tous les cas,
nous repérons sans difficulté les bandes V
et B.
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Fig 3. Profils d'lEF des lactosérums des fromages (de droite & gauche) : 1) témoin 100% brebis; 2)
témoin 5% vache; 3) Roquefort 100% brebis, 70 jours; 4) Roquefort fraudé 4% vache pasteurisé 70
jours; 5) Roquefort fraudé 5% vache poudre, 70 jours; 6) Roquefort fraudé 7% vache pasteurisé, 70
jours; 7) témoin 100% vache; 8) Roquefort 100% brebis, 180 jours; 9) Roquefort fraudé 4% vache

pasteurisé,

180 jours; 10) Roquefort fraudé 7% vache pasteurisé,
Isoelectric  focusing patterns of wheys from cheeses (right to left) : 1), reference cheese,

180 jours.
100% ewe:S

milk; 2), reference cheese, 5% cow's milk; 3), Roquefort cheese, 100% ewe's milk, 70 d; 4) Roquefort

cheese adulterated with 4% pasteurized

ference cheese
cheese adulterated with 4% pasteurized
7% pasteurized cow's milk, 180 d.

Les diagrammes des lectures densite-
métriques des fromages a 180 jours et du
fromage témoin 10% vache sont représen-
tés sur lafigure 5.

Les rapports de densité de bande v/b
obtenus (moyenne des 9 valeurs - écart
type), ainsi que les pourcentages de lait
de vache correspondant déterminés sur

cheese,
cow's milk, 180 d; 10), Roquefort cheese adulterated with

cow's milk, 70 d; 5), Roquefort cheese adulterated with 5%
dried cow's milk, 70 d; 6), Roquefort cheese adulterated with 7% pasteurized
100% cow's milk; 8), Roquefort

cow's milk, 70 d; 7), re-

100% ewe's milk, 180 d; 9), Roquefort

I'abaque (fig 2) sont regroupés dans le ta-
bleau Il. Pour les fromages contenant 4%
de lait de vache (crus ou pasteurisés), et
les fromages contenant 5% de lait de
vache (poudre), nous évaluons la fraude a
3 ou 5% selon les cas. Pour les fromages
contenant 7% de lait de vache, nous trou-
vons dans tous les cas des valeurs de 7%.
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Fig 4. Profils d'lEF des lactosérums des fromages (de droite a gauche)
moin 5% vache; 3) témoin 10% vache; 4) Roquefort
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;1) témoin  100% brebis; 2) té-
100% brebis, 140 jours; 5) Roquefort fraudé 4%

vache cru, 140 jours; 6) Roquefort fraudé 5% vache poudre. 140 jours; 7) Roquefort fraudé 7% vache

pasteurisé,

vache pasteurisé, 365 jours.

JsoeJectric focusing patterns of wheys from cheeses (right to Jeff) : 1), reference cheese,
5% cow's milk; 3), reference

milk; 2) reference cbeese,
cheese, 100% ewe's miJk, 140 d; 5), Roquefort

140 jours; 8) témoin 100% vache; 9) Roquefort

100% brebis, 365 jours; 10) Roquefort 4%

100% ewe's

cheese, 10% cow's milk; 4), Roquefort

cheese adulterated with 4% raw cow's milk, 140 d; 6),

Roquefort cheese adulterated with 5% dried cow's milk, 140 d; 7), Roquefort cheese aduJlterated with

7% pasteurized cow's milk,

DISCUSSION

L'analyse de la fraction azotée montre que
les fromages Roquefort sont déja forte-
ment protéolysés a 70 jours. Malgré cet
important degré de protéolyse, I''EF des
lactosérums nous a permis de déceler le
lait de vache dans tous les fromages ana-
lysés, et ceci jusqu'a un an de maturation.
En effet, quel que soit le temps d'affinage,

140 d; 8), reference
100% ewe's milk, 365 d; 10), Roquefort cheese adulterated with 4% pasteurized

cheese,

100% cows milk; 9), Roquefort cheese,

cows milk, 365 d.

la bande V, absente sur le profil d'IEF des
échantillons de Roquefort 100% brebis, est
aisément repérable pour tous les fromages
fraudés. La bande protéique choisie pour
caractériser la présence de lait de vache
n'est donc pas confondue avec une nou-
velle bande, comme c'est le cas pour I'lEF
des paracaséines ic appliquée aux fro-
mages type Roquefort agés de plus d'un
mois (Mauriello et al, 1989).
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Fig 5. Lectures densitométriques (a 600 nm en transmission) des bandes I|EF des fromages Roque-
fort a 180 jours.
Densitometric readings (600 nm transmission) of IEF patterns from Roquefort cheeses at 180 d.
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En ce qui concerne l'analyse quantita-
tive, la comparaison entre les teneurs ré-
elles en lait de vache et les pourcentages
déterminés sur la courbe montre que dans
le cas présent, [|'écart maximal obtenu est
de 2 points (valeur trouvée de 3% pour
une teneur réelle de 5%). Cet écart est
comparable a la marge d'erreur qu'on peut
admettre pour le dosage du lait de vache
dans les fromages de chévre par électro-
phorése des caséines (Pierre, 1977). ,

L'application de notre protocole basé
sur I'lEF des lactosérums devra étre en-
core élargie, notamment en complétant la
gamme témoin par des valeurs inférieures
a 5% et en analysant d'autres types de fro-
mages (fromages fabriqués avec des laits
ayant subi des traitements thermiques sé-

veres).
Cependant, ['utilisation de Il'abaque pré-
cédemment  établi permet d'évaluer la

guantit¢é de lait de vache dans des fro-
mages trés protéolysés, type Roquefort.

CONCLUSION

Ce travail permet de conclure que la déter-
mination qualitative et quantitative du lait
de vache par isoélectrofocalisation des lac-
tosérums est applicable aux cas des fro-
mages trés protéolysés.

En effet, l'ajout de lait de vache (cru,
pasteurisé, poudre) a été mis en évidence
dans des fromages par ailleurs difficles a
analyser par des techniques électrophoré-
tiques basées sur les caséines (fromages
type Roquefort jusqu'a 1 an).

Les méthodes s'intéressant aux pro-
téines sériques peuvent donc présenter un
intérét pour "étude des fromages a forte
protéolyse; néanmoins, la validité du proto-
cole en cas de traitement thermique sé-
vére devra étre étudiée.
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