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Résumé - Afin de mettre en évidence le role de la flore indigene du lait dans la protéolyse et la fla-
veur du fromage, des fabrications ont été réalisées en paralléle a partir de lait cru et de lait microfiltré.
La protéolyse des fromages a été appréciée a l'aide de plusieurs techniques: mesure des fractions azo-
tées classiques par la méthode de Kjeldahl et des groupements aminés libres par l'acide 2,4,6 trini-
trobenzéne sulfonique (TNBS), étude par électrophoréese sur gel de polyacrylamide-agarose des
caséines et de la fraction azotée soluble par chromatographie liquide haute performance (CLHP).
Aprés 4 mois d'affinage, la composition physico-chimique et la qualit¢ sensorielle des 2 types de fro-
mages sont différentes. En effet, les teneurs en acide acétiqgue et propionique sont plus faibles dans
les fromages fabriqués a partir de lait microfiltré, ce qui laisse supposer une élimination de la flore pro-
pionique par microfiltration. Ces fromages, en comparaison avec ceux fabriqués au lait cru renfer-
ment moins d'acides aminés et petits peptides. Ce sont des produits peu typés et plus amers mais ils
sont en revanche moins acides et moins piquants. L'étude montre que les fromages fabriqués au lait
cru donnent une meilleure qualité organoleptique globale que les fromages fabriqués au lait microfil-
tré ; la flore indigene du lait semble donc avoir une influence significative sur la formation de la flaveur.

flore indigéne 1microfiltration 1protéolyse 1flaveur 1minifromage

Summary - Comparison of the final quality of a Swiss-type cheese made from raw or micro-
filtered milk. The main objectives of this work were to study the influence of the indigenous microflora
on the physico-chemical and sensory characteristics of Comté cheese. Experimental mini-cheeses were
made from raw and microfiltered milk. To estima te the proteolysis, several analyses were carried out:
nitrogen fractions by Kjeldahl method, free amino acids by 2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS),
agarose-polyacrylamide gel electrophoresis of caseins, high performance liquid chromatography of water
soluble extract (HPLC). After 4 months of ripening, the physico-chemical composition and sensory
quality of both types of cheeses were different. The ace tic and propionic acid levels were lower in
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cheeses made from raw microfiltered milk suggesting

R Grappin

that propionic flora was eliminated by microfil-

tration. These cheeses held less amino acids and small peptides than cheeses made from raw milk.
They were also bitter and developed @ poor flavor but on the other hand, they were less acid and

pungent.

indigenous  flora / microfi/tration | proteolysis

INTRODUCTION

Le comté est un fromage a péte cuite pres-
sée, fabriqgué a partir de lait cru. Avec une
production annuelle d'environ 35 000 t, il
se place au premier rang des fromages

d'appellation d'origine contrdlée frangais
(Bertozzi et Panari, 1993). Les levains uti-
lisés sont des cultures de bactéries lac-
tiques thermophiles réalisées soit sur du
lactosérum cru, soit sur recuite (lactosé-
rum chauffé a 90°C-95°C et acidifié¢ a pH
voisin de 5,50 afin d'éliminer les protéines
solubles). Dans une étude précédente

(Bouton et al, 1994), nous avons pu montrer
que linfluence des bactéries du levain sur
la formation d'acides aminés et petits pep-
tides pendant l'affinage se trouvait souvent
modifiée par le facteur fromagerie qui
regroupe la composition et la qualité bac-
tériologique du lait, la technologie de fabri-
cation et les conditions d'affinage. Nous
savons en effet qu'au cours de l'affinage,
les bactéries lactiques thermophiles du
levain disparaissent tandis que d'autres
micro-organismes  issus principalement du
lait, tels les lactobacilles mésophiles, les
pédiocoques ou les bactéries propioniques
se développent (Veaux et al, 1974). L'objec-
tif de cette étude était de mettre en évi-
dence le role de cette flore secondaire dans
la protéolyse et la flaveur d'un fromage a
pate cuite pressée. Dans ce but, nous
avons réalisé des fabrications, d'une part a
partir de lait cru, et d'autre part a partir de
lait épuré par microfiltration  tangentielle

(Trouvé et al, 1991) afin d'éliminer en
grande partie la flore indigéne du lait.

The study showed that cheeses made from raw milk gave a better organoleptic quality than
cheeses made from microfiltered milk; the indigenous microflora influenced

the flavor formation.

/ flavor / minicheese

MATERIEL ET METHODES

Souches de bactéries lactiques

Les bactéries utilisées dans cette étude provien-
nent d'une collection de souches destinées a la

fabrication de comté, pour lesquelles nous dis-
posons d'un ensemble d'informations sur leurs
activitts  protéolytique et acidifiante  (Bouton,

1992). Afin de se rapprocher de la technologie

comté, nous avons utilisé des levains composés,

d'une part de 2 souches de streptocoques ther-
mophiles 818 et 879 communes & tous les
levains et ayant une activité leucine aminopepti-

dasique moyenne (respectivement 15,6 et 13,7119
p-nitroaniline/h), et d'autre part de 2 ou 3 souches
de lactobacilles choisies en fonction de leur acti-
vité protéolytique (Bouton et al, 1993) et de leur
origine. Neuf levains ont ainsi été constitués repré-
sentant 3 origines géographiques différentes

(tableau 1).Les mélanges ainsi constitués pré-
sentaient tous un pH voisin de 4,50 aprés 6 h
d'incubation sur lait a 44°C.

Fabrications fromagéres

Les fabrications fromageres ont été réalisées
selon une technologie pate pressée cuite dans
un atelier comprenant 4 minicuves (Bouton et al,
1993). Le lait utilisé chaque jour provenait tou-
jours de la méme fromagerie; a son arrivée, il
était écrémé puis microfiltré & l'aide d'un appareil
Bactocatch (Alfa-Laval, Les Clayes-sous-Bois,

France) d'un débit de 600 1/h/m2assurant un fac-
teur de concentration  volumique voisin de 20.
L'élimination des bactéries était réalisée «a froid ..
(35°C) par microfiltration tangentielle, la taille des
pores et la surlace de la membrane étant res-
pectivement de 1,4 mm et 0,2 m2. La creme
recueillie était pasteurisée (85°C, 30 s) et réin-
corporée au lait microfiltré (standardisation en
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Analyses des laits, levains et fromages

Lait et levains

Les analyses ont été les suivantes:

- pH mesuré a laide dune électrode de verre
Radiometer ;

- matiére grasse dosée par la méthode Gerber
selon la norme NF V04-21 0 (Anonyme, 1990) ;

- matiére azotée protéique dosée par la méthode
colorimétriqgue au noir amido selon la norme FIL
98A (Anonyme, 1985).

Ces 2 derniéres analyses permettent de cal-
culer le «rapport fromager», égal au rapport des
différences de matiére grasse et matieére pro-
téique entre le lait et le sérum.

Les analyses microbiologiqgues ont consisté
en la numération de la flore mésophile aérobie
du lait cru sur milieu PCA (Plate Count Agar,
Difco) aprés 3 jours dincubation a 30°C (Ano-
nyme, 1991), et de la flore lactique thermophile
des laits ensemencés et des levains, sur milieu
MRS pour les lactobacilles et sur milieu M17 pour
les streptocoques, aprés 2 jours d'incubation a
42°C.

Fromages

Des échantillons de fromages ont été prélevés a
20 h et a4 mois en fin d'affinage et analysés selon
les méthodes décrites par Bouton et al (1994).

Parametres physico-chimiques
et produits de fermentations

pH, extrait sec (ES), matiere grasse (MG), gras
sur sec (GIS), humidité du fromage dégraissé
(HFD), chlorure de sodium, calcium, isomeres
L(+) et D(-) du lactate, acides gras volatils.

Protéolyse

Azote total (NT), azote soluble dans l'eau (NS)
apres préparation selon une technique adaptée
de la méthode de Kuchroo et Fox (1982), azote
soluble dans l'azote phosphotungstique  (NPT)
apres préparation selon la technique de Gripon et
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al (1975), et groupements -NH, (exprimés en
équivalent glycine) dosés sur la fraction NS, par
l'acide 2,4,6 trinitrobenzene sulfonique (Bouton et
Grappin, 1994) : les fractions NS, NPT et -NH2
sont exprimées en pourcentage par rapport a
l'azote total et la fraction NPT est également expri-
mée en pourcentage par rapport a la fraction NS.

Activité leucine aminopeptidase  (Lap, expri-
mée en Ilgde p-nitroaniline libéré par h et par g
de fromage) déterminée sur un broyat de fro-
mage dans l'eau citratée (2 g de fromage addi-
tionnés de 30 ml d'eau citratée a 2% sont pla-
cés 15 min a 37°C, puis homogénéisés pendant
3 min a l'aide d'un ultra-turrax).

Profils chromatographiques par RP-CLHP réa-
lisés sur la fraction NS (chacun des pics est
exprimé en unité arbitraire) :l'acquisition et l'inté-
gration des données ont été réalisées a l'aide du
logiciel COCONUT (Almanza et Mielle, INRA
Dijon, France) ; les graphiques ont ensuite été
redessinés dans un format standard a l'aide d'un
programme élaboré  sous le logiciel SAS
(Schlich P, INRA Dijon, France). Pour I'exploita-
tion des résultats, les profils chromatographiques
ont été divisés en 10 zones et 6 pics majeurs
séparant certaines zones et présents dans tous
les chromatogrammes  (fig 1).

Profils  électrophorétiques des fractions
caséines et de leurs produits de dégradation (<Xsl'
agl-b 13, «B-dégradée», y1, y2, y3 exprimées en
pourcentage de l'aire totale des fractions étu-
diées) ; l'intensité de coloration des bandes d'élec-
trophorése est suivie a l'aide d'un densitométre a
balayage, Hoefer Scientific Instruments GS300
(1. 580 nm) connecté a un micro-ordinateur muni
d'un logiciel de traitement de données spécifique
(Bioblock, ref 97568, lllkirch, France).

Evaluation sensorielle

Elle porte sur I'ensemble des 18 fromages. Les
fromages fabriqués le méme jour étaient analysés
ensemble aprés 4 mois daffinage. Cette éva-
luation sensorielle était de type analytique des-
criptive, utilisant une échelle de notation a 6 bar-
reaux (intervalles structurés) en vue d'analyses
qualitatives et quantitatives;  le jury était formé
d'un groupe de 7 personnes entrainées a ce type
d'analyse. Les fromages ont été notés (de O a
10) sur des criteres de pate (fermeté, élasticité,
onctuosité, hétérogénéité) et de golt (intensité,
typicité, acide-piquant, amer, salé, mauvais goQt).



Microfiltration

Tableau 1. Potentiel protéolytigue des souches
de L helveticus (LH) et de L delbrueckii subsp
lactis (LL).

Proteolytic profiles of L helveticus (LH) and L del-
brueckii subsp lactis (LL).

Levain Souches Lap
LH LL
82 1,30 27,6
Al 99 1,63 27,9
80 3,07 29,0
A2 85 1,74 9,8
72 5,18 374
75 4,16 39,5
A3 90 4,07 12,7
116 2,05 35,9
Ad 149 1,80 23,3
112 2,54 239
A5 131 1,08 7,9
122 1,95 27,5
124 1,98 24,6
A6 139 2,72 55
4 3,53 22,5
A7 15 2,36 23,0
1 3,09 26,8
42 3,83 20,0
A8 9 1,79 11,4
54 3,13 27,4
57 2,93 40,10
A9 9 1,79 11,4

L'activité leucine aminopeptidase (Lap) est exprimée
en Jlgde p-nitroaniline libérée par heure; les groupe-
ments aminés (-NHp) sont exprimés en mmol d'équiva-
lent glycine par litre de lait (meq gly/I).

Leucine aminopeptidase activity (lap) Is expressed in Jig
p-nitroaniline/n;  free amine acids (-NH») are expressed
in mmol equivalent glycine/l milk.
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matiere grasse a 30-31g/l). Chacune des asso-
ciations a fait i'objet dé"2 essais conduits en paral-
lele a partir de lait cru et de lait microfiltré dont
les niveaux de flore mésophile aérobie étaient
en moyenne respectivement de 1,3 105 et 2 103
UFC/ml, soit une efficacité de microfiltration voi-
sine de 98%. Les associations A2 et A3, A5 et
A6, A8 et A9 ont été testées les mémes jours
(tableau 1I).

La veille de I'expérimentation, les levains
étaient préparés au laboratoire sur des milieux
utilisés en fromagerie, a partir de cultures meres
préparées sur lait écrémé:

- les lactobacilles, ensemencés a 1% (v/v) sur
recuite (additionnée de caillette de veau a5 g/l),
étaient incubés selon un cycle de température:
6 h a 42°C puis descente en 10 hjusqu'a 25°C.
Au moment de [utilisation, le pH de ces cultures
atteignait en moyenne 3,50 et la population, 5
108 UFC/ml ;

- les streptocoques thermophiles, ensemencés a
2% (v/V) sur lactosérum enrichi a5 gll de poudre
de lait écrémé puis chauffé 1 min a 75°C, étaient
incubés 6 h a 42°C. Au moment de I'emploi, le pH
de ces cultures atteignait généralement 4,60 et la
population, 7,20 108 UFC/ml.

L'ensemencement en levains thermophiles a
été réalisé pendant la maturation (30 min) pour les
streptocoques  (0,2%) et a I'emprésurage  pour
les lactobacilles (0,15%). Une addition complé-
mentaire de présure était réalisée a l'aide de pré-
sure a 520 mg de chymosine/l (Granday, Beaune,
France).

Tableau Il. Plan d'expérience des fabrications
fromageéres.

Experimental design of cheese making.

Cru Microfiltré

Jour 1: Al Al

lait 1

Jour 2: A2 A3 A2 A3
lait 2

Jour 3: A4 A4

lait 3

Jour 4: A5 A6 A5 A6
lait 4

Jour 5: A7 A7

laitS

Jour6: A8 A9 A8 A9
lait 6
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Au vu de ces résultats, chaque dégustateur a rangs. Une analyse en composante principale
attribué pour chaque fromage, une note globale (ACP) a permis de mettre én évidence les'rela-
de godt et de pate. tions existant entre les analyses physico-chi-

miques et les analyses sensorielles.

Traitements des résultats

RESULTATS

Une exploitation statistique a été réalisée a l'aide
du logiciel Stat-ITCF (version 5, 1991) de ['Insti-
tut technique des céréales et des fourrages. Une
analyse de variance a permis d'étudier linfluence de2Dh
du facteur lait sur la composition physico-chi-
mique des fromages. Le test des rangs (Wilcoxon,
1945) a été utilisé pour les analyses sensorielles;

Composition des laits et des fromages

Les analyses bactériologiques n'ont pas

ce test tient compte non seulement des signes montré de différence significative de popu-
des différences observées, mais aussi de leurs lation de flore lactique entre les laits de fabri-
1
a
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TEME'S  (5)

Fig 1. Exemple de profii CLHP de la fraction soluble dans I'eau du comté. Les conditions chromato-

graphiques sont les suivantes: colonne C18 (4,6 x 225 mm) ; solvant A: 0,1% d'acide trifluoroacétique

dans l'eau; solvant B :0,1% d'acide trifluoroacétique dans un mélange d'acétonitrile et d'eau (60/40) ;
débit: 0,8 ml/min; détecteur UV (A. = 214 nm) et température 30°C.

Example of HPLC profile of the water-soluble fraction of Comté. Chromatographie conditions were
as follows. C18 reverse phase column (4.6x 225 mm); solvant A, 0.1% trifluoroacetic acid in water; sol-
vant B, 0.1% trifluoroacetic acid in acetonitrile-H,O (60:40); tlow rate, 0.8 ml/min; detector UV (A =214

nm) and temperature, 300C.
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cation (cru et microfiltré) aprés ensemen-
cement en levains; les différences obser-
vées étant toutes inférieures a un log. Pour
les streptocoques, I'écart entre la popula-
tion la plus forte observée le 66 jour de fabri-
cation (1,56 106 UFC/ml) et la population
la plus faible observée le premier jour (1,00
106 UFC/ml) était d'environ 0,2 log; pour
les lactobacilles, I'écart entre la population
moyenne la plus forte (1,37 106 UFC/ml,
avec le levain A6) et la population moyenne
la plus faible (0,18 106 UFC/ml, avec le
levain A1) était également inférieur a 1 log.
Par ailleurs, aucune différence significative
n'est ressortie entre la population moyenne
de streptocoques et de lactobacilles mesu-
rée aprés ensemencement sur lait cru (res-
pectivement 1,41 106 et 0,67 106 UFC/ml) et
sur lait microfiltré (respectivement 1,32 106
et 0,64 106 UFC/ml).

Le lait microfiltré présentait un taux de
matiere protéique plus faible que le lait cru
(respectivement 27,44 gli contre 29,31) lié a
une perte de protéines pendant l'opération
de microfiltration. Ce résultat était en accord
avec les observations de Vincens et Tabard
(1988) et Jaubert et al (1991) qui ont mon-
tré une légere rétention de la matiere pro-
téique au cours de la microfiltration. Apres
standardisation du lait en matiere grasse,
les 2 technologies (lait microfiltré et lait cru)
ont conduit a un rapport fromager similaire
(1,03 et 1,06).

A 20 h, on a observé des différences sta-
tistiquement significatives entre les 2 types
de fabrication, les fromages au lait cru pré-
sentaient un ES plus faible que ceux fabri-
qués a partir de lait microfiltré (61,88 * 0,69
et 62,54 + 0,29) et un GIS un peu plus élevé
(47,47 £+ 0,13 et 47,13 + 0,41). L'humidité
dans le fromage dégraissé était un peu plus
importante dans les fromages au lait cru
(53,97 + 0,67 et 53,12 * 0,18) ; toutefois,
compte tenu des écart types, les différences
de composition physico-chimique entre les
2 types de fabrication sur I'ensemble des
fromages sont restées faibles. Des valeurs

R Grappin

d'activité leucine aminopeptidase (Lap) simi-
laires dans les 2 cas (142,8 + 41,1 et 125,6
+ 36,6) indiquaient un développement iden-
tique des levains sur les 2 types de fro-
mages pendant la fabrication.

Composition des fromages a 4 mois

Influence du facteur traitement du lait
sur les caractéristiques
physico-chimiques

Pour cette comparaison, les 6 couples de
fromages (cru et microfiliré) fabriqués a par-
tir de laits différents et avec les 6 levains
Al, A2, A4, A5, A7 et A8 ont été pris en
compte (tableau II).

Aprés 4 mois d'affinage (tableau 111), les
fromages fabriqués avec du lait microfiltré
présentaient des concentrations en lactates
plus fortes et des teneurs en acide acétique
et propionique plus faibles que les fromages
au lait cru; ces résultats indiquaient que la
fermentation  propionique avait été consi-
dérablement réduite dans ces fromages a
cause de I'‘élimination de la flore propio-
nique par microfiltration. Aucune différence
significative n'est apparue entre les 2 types
de fabrication pour les analyses d'acide
butyrique et caproique.

Au niveau de la protéolyse primaire, on a
observé une différence significative entre
les 2 types de fabrication. Les fromages
fabriqués a partir de lait microfiltré présen-
taient une proportion de caséine 13 plus faible
et une proportion de caséine ugl plus éle-
vée que celles des fromages fabriqgués au
lait cru.

En ce qui concerne les fractions azotées,
les rapports NPT/NT et NPT/NS étaient plus
élevés pour les fromages fabriqués au lait
cru que sur les fromages fabriqués a partir
de lait microfiltré. On a noté une faible
influence de la flore des laits sur le classe-
ment des associations selon les rapports
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Tableau Ill. Analyse de variance des mesures physico-chimiques (moyenne + écart type) réalisées sur
fromages de 4 mois.

Analysis of variance of the physico-chemical measurements (mean * standard deviation) made on 12
four-month-old  cheeses.

Lait cru Lait microfiltré Facteur
traitement du lait

pH 5,83 + 0,04 5,69 + 0,11 46
ES 63,40 * 0,50 63,75 * 0,32 NS
Gls 47,82+ 0,23 46,82+ 0,34 75
HFD 52,56 * 0,59 51,67 + 0,37 45
NaCl/H20 1,26 + 0,09 1,24 £ 0,12 NS
Ca2+ 1,54 + 0,03 1,55 + 0,02 NS
L-lac 49+ 19 98 + 11 72
D-lac 29+ 10 4046 NS
LD-lac 78+ 22 138 + 7 76
c2 209 * 66 55+ 20 71
c3 252 + 58 47425 84
c4 9+2 8+2 NS
cé6 2+1 2+1 NS
NS/NT 21,32 + 1,36 21,77 + 0,84 NS
NPT/NT 10,18 + 2,11 8,57 + 2,63 10
NPT/NS 47,93 + 10,86 39,07 * 11,02 14
-NH2/NT 7,61 + 0,89 6,18 * 2,15 NS
p 27,75t 2,38 24,96 * 2,46 25
pdeg 3,74+ 1,08 2,78 + 1,48 NS
yl 6,38 + 1,27 6+1,10 NS
12 2,98 + 0,58 3,58 + 0,53 NS
13 3,69 + 0,45 3,90 + 0,39 NS
ast 14,13 * 2,29 17,05¢ 1,17 39
asi 1 22,63 * 4,68 20,77 * 4,22 NS
Zone 1 360 + 91 369 + 98 NS
Zone 2 19+ 12 28+ 15 NS
Zone 3 29 + 19 24+ 12 NS
Zone 4 145 + 19 144 + 43 NS
Zone 5 5+3 845 NS
Zone 6 12+ 5 16+ 6 NS
Zone 7 5+2 16 + 16 NS
Zone 8 63+ 43 130+ 42 38
Zone 9 26+ 15 103+ 89 NS
Zone 10 124 + 80 201 + 93 NS
Pic 1 272 + 29 258 + 65 NS
Pic2 10+ 6 14+ 6 NS
Pic 3 137+ 29 95+ 50 NS
Pic4 30+ 21 19 + 19 NS
Pic5 9:3 116 NS
Pic6 18+ 9 37+28 NS

Seuil de signification: non significatif (NS), significatif au seuil de 5% (*), de 1% (**), de 0,1% (*U) suivi du pourcentage

de la variance expliquée par le facteur. ES: extrait sec (g/100 g fromage); HFO: humidité du fromage dégraissé

(9/100 g fromage dégraissé); GIS: gras sur sec; Ca2+: calcium (g/100 g ES); NaCl (g/100 g eau); L-lac, O-lac, LO-
lac: acide lactique (mmoVg) ; C2, C3, C4, C6 : acides gras volatils (mg/loo g) ;fractions azotées (g/loo g NT) ; caséines

(% par rapport a la surface totale); "pic .. et "zone » (fig 1, 104 X unités arbitraires)

Significant level: non significant (NS), significant P<0.00S C), signiticant P<O.Ot t"). significant P<0.00t t'"") follo-
wed by the percent of the variance explained by the factor; ES: dry matter (g/tOO 9 cheese); HFD: moisture in non-
fat cheese (g/tOO gnon-fat cheese); GIS: fat on dry matter; Ca2.: calcium (g/tOO 9 ES); NaCl (g/tOO 9 water); L-lac,
D-lec, LD-lac: lactic acid (mmollg); C2, C3, C4, C6: volatile fatty acids (mg/itOO g); nitrogen fractions (g/tOO 9 of
total nitrogen); caseins (% of total surface); "pic" and "zone" (fig t, tQ4 X arbitrary units);
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azotés, soit: A2>A5>A1>A8>A4>A7  pour
le lait cru et A2>A5>A8>A 1>A7>A4 pour le
lait microfiltré. L'analyse des profils CLHP a
permis de mettre en évidence une zone de
pics significativement différente entre les 2
types de fabrication. La surface cumulée
des pics contenus dans la «zone 8», cor-
respondant a des temps d'élution compris
entre 31 et 36 min, était plus importante

pour les fromages fabriqués au lait microfiltré
que pour les fromages au lait cru. Le
nombre de pics contenus dans cette zone
oscillait entre 8 et 9 pour le lait cru et 6 et 9
pour le lait microfiltré pour une surface

moyenne respectivement de 4,90% contre
8,64%.

Influence de la microfiltration
sur la qualité sensorielle

Les résultats indiquaient une différence
significative entre les 2 types de fabrication
pour I'ensemble des variables caractérisant
le godit (tableau V). Les fromages fabriqués
au lait microfiltré avaient un go(t moins

Tableau V. Analyses sensorielles

Sensory measurements on 12 four-month-old

Lait cru
Fermeté 5,48 + 0,65
Elasticité 5,62 + 0,49
Onctuosité 4,72+ 0,74
Hétérogénéité 4,48 + 0,61
Intensité 5,91 * 0,40
Typicité 4,93+ 0,74
Acide-piquant 2,04+ 0,96
Amer 0,67+ 0,59
Salé 5,26+ 0,40
Mauvais godt 0,60+ 0,36
Pate 6,02 + 0,38
Go(t 6,07+ 0,56

Seuil de signification:
Significant level: non significant (NS), significant
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intense, ils étaient moins typés, plus amers
mais en revanche moins acides et moins
piquants que les fromages au lait cru. Méme
si les notes de péate n'apparaissaient pas
significativement  différentes, les fromages
au lait microfiltré avaient tendance a étre
plus élastiques et présentaient une hétéro-
généité de structure de pate (granulosité)

plus faible que les fromages au lait cru. Ces
fromages fabriqués a partir de lait cru don-
nant une meilleure qualité organoleptique

globale que les fromages fabriqués au lait
microfiltré, la flore naturelle du lait semblait
avoir une influence significative sur la for-
mation de la flaveur.

Relations entre les analyses physico-
chimiques et les analyses sensorielles

Afin de visualiser ces relations, nous avons
réalisé une ACP regroupant en variables
actives, la majorité des analyses physico-
chimiques pour lesquelles linfluence de la
microfiltration est apparue significative lors
de l'analyse de variance (pH, lactates, Cg,

des fromages de 4 mois.
cheeses.

Lait microfiltré Test rangs
6,14 + 0,44 NS
6,18 + 0,61 NS
4,64+ 0,59 NS
3,58 + 1,02 NS
514 + 0,32

3,59 + 0,43

1,19 + 0,39

1,31 + 0,77

492 + 0,27

1,60 + 1,00

6,08 + 0,31 NS
489+ 0,38

non significatif (NS), significatif au seuil de 5% ().
P<0.005 (J.
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Osl' ~, zone 8, NPT/NT) et en variables sup-
plémentaires, l'ensemble des analyses sen-
sorielles. Les variables C2 et C3 d'une part,
NPT/NT et NPT/NS d'autre part étant bien
corrélées entre elles (respectivement =
0,894 et r = 0,968), seules ont été prises
en compte dans I'ACP les variables C3 et
NPT/NT (fig 2). Le cercle de corrélation dans
le plan principal (axes 1 et 2) absorbait 78%
de l'inertie et donnait ainsi une bonne repré-
sentation schématique des relations entre
variables. On a noté que les variables de
qualité:  golt et typicité, de méme que
l'acide propionique et la teneur globale en
lactates étaient mieux corrélés a l'axe 1 que
le rapport NPT/NT, plutét corrélé a l'axe 2.
Ces résultats indiquaient que la protéolyse
secondaire  était ici davantage liée aux
caractéristiques de pate du fromage (hété-
rogénéité de structure) bien que lintensité
du golt semblait évoluer dans le méme
sens que la proportion de caséine ~. Les
fromages au lait cru présentant un taux de
caséine ~ plus important ont en effet donné
un golt plus intense que les fromages au
lait microfiltré. Il était intéressant de noter
la corrélation entre les criteres typicité, godt
et les teneurs en acide propionique. On a
nettement vu ici que dans le cas des fro-
mages cuits pressés, le golt du fromage
impliquait non seulement la protéolyse mais
aussi la fermentation propionique.

On a noté également que la «zone 8»
évoluait presque en sens opposé a linten-
sité du godt. Les fromages fabriqués au lait
microfiltré ayant donné une zone 8 impor-
tante étaient des fromages ayant peu de
godt (4,89 contre 6,07 en lait cru). Les cor-
rélations positive et négative trouvées res-
pectivement entre le rapport NPT/NS et la
zone 1 (r= 0,717) et le rapport NPT/NS et la
zone 8 (r= -0,671) suggéraient que les pics
de la zone 1 correspondaient plutdt a des
acides aminés ou peptides de petite taille
alors que ceux de la zone 8 correspondaient
davantage a des peptides de taille plus
grande. Ainsi, plus on aurait de peptides

peu dégradés dans la zone 8, plus l'intensité
du godt serait faible.

La projection du nuage de points sur un
plan a montré que les fromages se répar-
tissaient selon 2 axes décrits par les
variables C3 (axe 1) et NPT/NT (axe 2).
Méme si le fromage fabriqué au lait cru avec
l'association A1 était mal représenté dans ce
plan, les autres fromages fabriqués au lait
cru donnaient des valeurs de C3 élevées,
ainsi que de bonnes notes globales de godt,
tandis gu'a l'opposé, les fromages fabriqués
au lait microfiltré se répartissaient selon un
axe décrit par la variable NPT/NT qui parais-
sait tres liée a la nature du levain. Par
ailleurs, en reliant 2 a 2 les fromages fabri-
qués a partir du méme levain, on visualisait
nettement l'amélioration du golt et de la
typicité des fromages lorsqu'on passait du
lait microfiltré au lait cru. On a remarqué
gue chaque levain se définissait, quel que
soit le lait, par un niveau de protéolyse, sauf
exceptions pour les levains A3 et A9 (moins
protéolytiques sur lait cru) et dans une
moindre mesure A4 et A7 (ou la tendance
est inversée). On a noté également qu'il
n'existait pas toujours de corrélation entre
les tests de laboratoire et les mesures de
protéolyse réalisées sur fromages. Ainsi, le
levain A3 dont les souches présentaient
individuellement  une plus grande activité
protéolytique que celles composant le levain
A2 n'exprimait pas ce caractere dans le fro-
mage fabriqué a partir de lait microfiltré
puisque ces 2 associations avaient un posi-
tionnement voisin dans la représentation
ACP. Comme nous l'avions déja vu dans
une étude précédente (Bouton et al, 1993),
ce résultat pouvait s'expliquer par des condi-
tions expérimentales différentes telles que le
substrat lait: il était possible que la capacité
de synthése des peptidases du levain A2
fut améliorée lorsque ce mélange était cul-
tivé sur lait plutdt que sur milieu synthétique.
Par ailleurs, si le substrat lait était différent,
les conditions de température choisies pou-
vaient influencer la lyse cellulaire et donc
la protéolyse.
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DISCUSSION

Au cours de l'affinage du gruyéere, les bac-
téries lactiques thermophiles disparaissent
progressivement: les lactobacilles ne repré-
sentent plus en fin d'affinage que 0,1% de
la population atteinte pendant la fabrica-
tion, tandis que Streptoeoeeus salivarius
subsp thermophilus n'est plus détectable

(Veaux et al, 1974). Toutefois, d'autres

micro-organismes se développent, tels que
les bactéries propioniques responsables

de la fermentation du lactate et de la for-
mation de l'ouverture. Ainsi, dans les fro-
mages de type emmental, fabriqué a partir
de lait thermisé, la population de bactéries
propioniques  atteint 108 UFC/g aprés 2
semaines d'affinage en cave chaude et 109
UFC/g en fin d'affinage en cave chaude
(Thierry et al, 1994). Ces bactéries (Pro-
pionibaeterium  arabinosum, P pentosa-

eeum, P shermanit) possédent un large
éventail de peptidases actives jusqu'a pH
5,0 et pourraient donc participer a la dégra-
dation des protéines (Floberghagen et al,
1978 ; Sahlstrom et al, 1989). Cela contri-
buerait a expliquer les résultats de protéo-
lyse plus élevés obtenus avec certaines

associations en lait cru (augmentation par
exemple du rapport NPT/NT avec l'asso-
ciation A2, A4 et A7).

Toutefois, dans certains cas nous avons
observé une activité protéolytique plus faible
(diminution du rapport NPT/NT avec l'asso-
ciation A3 et A9). On sait que si la capacité

Fig 2. Analyse en composantes
mages fabriqués

principales des analyses physico~c.himiques

au lait cru () et microfiltré (0) ; ONC : onctuosite.; PAT :
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et de fermentation des
bactéries propioniques peut étre stimulée
par d'autres micro-organismes, elle peut
également étre inhibée; ainsi, sur 12
souches de lactobacilles testées, 2 souches
de L helvetieus, 2 souches de L delbrueekii
subsp laetis et une souche de L aeidophilus
inhibent la croissance des bactéries pro-
pioniques (Winkler, 1953). Plus récemment
Perez Chaia et al (1994) ont mis en évi-
dence linhibition de P aeidipropioniei par L
helvetieus. Cependant, les fromages au lait
cru issus des associations A3 et A9 pré-
sentent des taux d'acide propionique (res-
pectivement 260 et 307 mg/100 g) plus éle-
vés que sur lait microfiltré (10 et 13 mg/1 00
g) et proches de la valeur moyenne de
'ensemble des 18 fromages fabriqgués au
lait cru (259 mg/100 g) ; ces résultats indi-
guent que les bactéries propioniques se
sont développées correctement. La dimi-
nution de la protéolyse dans ces fromages
au lait cru est peut étre due a un dévelop-
pement plus faible des souches composant
les levains A3 et A9. Des compétitions plus
ou moins importantes pour les acides ami-
nés et les petits peptides ont pu intervenir
entre la flore naturelle du lait éru et la flore
des levains. D'autre part, certains micro-
organismes telles que les bactéries lactiques
présentes dans la flore indigéne du lait sont
capables de produire des bactériocines pou-
vant inhiber le développement d'autres bac-
téries lactiques issus des levains (Piard et
Desmazeaud, 1992; Barefoot et Nettles,
1993).

de développement

e~sensorielles ..F.r~-
p~t~ ; A.C~. ;. acldité-

piquant; GOU :golt; TYP :typicité ;INT :intensité du golt; SAL :sale; HET :h~te~ogenelte ;FE.R:

fermeté; MGO : mauvais golt; AME: amertume;
lactique;
sont soulignées.

Principal component analysis of physico-chemical
raw (1) and microfiltered

and sensory measurements.
(0) milk; ONC: unctuousness

ELA : élasticité; C3 :acide propioruque ; DLL :a-~lde
IXsl,13: caséine asl' 13; NPT/NT: fraction azotée; z8: "zone" 8. Seules les variables actives

Cheeses made from
; PAT: paste; ACP: acidity-pungent; GOU:

taste; TYP: typicity; INT: taste intensity; SAL: salty; HET: heterogeneity; FER: firmness; MGC?:bad taste;
AME: bitterness; ELA: springiness; C3: propionic acid; DLL: lactic acid; as, 13:as" 13casem ; NPTINT:

nitrogen fraction; z8 : "zone" 8. Onlyactive

variables are underlined.
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Par ailleurs, d'autres bactéries méso-
philes se développent au cours de l'affinage
du gruyere, constituant la flore dominante
(108 a 109 bactéries/g de fromage). Il s'agit
principalement de L casei var casei et des
bactéries du genre Pediococcus. En flore
sous-dominante (106 & 108 bactéries/g), on
trouve L casei var rhamnosus, L fermenti, L
buchneri et des streptocoques du groupe
D (Veaux et al, 1974). D'aprés Tittsler et al
(1948), les lactobacilles homofermentaires
facultatifs tels L casei et L plantarum amé-
liorent généralement la flaveur du cheddar,
tandis que les lactobacilles hétérofermen-
taires obligatoires tels L brevis et L fermenti
produisent généralement des flaveurs indé-
sirables.

Par ailleurs, Martley et Crow (1993) ont
mis en évidence sur des fabrications de type
emmental (Swiss cheese) réalisées en pré-
sence de L plantarum, une diminution des
fermentations lactique et propionique ; ainsi,
certaines souches résistantes a des tem-
pératures de 52°C, utilisant les citrates sont
capables d'interférer avec l'activité des bac-
téries propioniques et donc d'affecter la for-
mation des yeux et le développement de la
flaveur des fromages. Comme nous avons
pu le voir sur le comté, Mc Sweeney et al
(1993) ont également observé sur le ched-
dar que les fromages fabriqués au lait cru
contenaient plus d'acides aminés libres, en
particulier plus d'acide glutamique que les
fromages fabriqués a partir de lait microfil-
tré ; & 3 mois d'affinage, ces 2 types de
fabrication présentaient des différences de
profils peptidiques. L'auteur suggere que
cette protéolyse plus importante dans le
cheddar au lait cru résulte d'une activité
peptidasique et protéasique plus élevée,
provenant certainement des lactobacilles
hétérofermentaires  facultatifs appartenant
aux especes de L casei et L plantarum.
Grace a leur équipement enzymatique de
type protéolytique et lipolytique, ces bacté-
ries peuvent donc également participer aux
différents phénomenes de l'affinage (Khalid

et Marth, 1990). On peut donc regretter

gu'une étude bactériologique des fromages
affinés n'ait pas été effectuée ce qui aurait
permis de préciser le role de certains

groupes bactériens dans la protéolyse et la
flaveur des fromages.

D'autre part, nous avons vu que linten-
sité du golt évolue dans le méme sens que
la proportion de caséine ~. En effet, les fro-
mages au lait microfiltré présentent une plus
faible proportion de caséine ~ que les fro-
mages au lait cru. Cette plus faible teneur en
caséine ~ peut étre due a un appauvrisse-
ment du lait en caséine ~ par microfiltration
ou a une activation du complexe plasmine-
plasminogéne par inactivation de linhibi-
teur de l'activateur du plasminogéne (Fox,
1992) liée au chauffage de la creme (85°C,
30 s). Il serait donc intéressant de suivre
I'évolution de cette caséine ~ et de ses pro-
duits de dégradation au cours du temps
pour chaque type de lait afin de déterminer
s'il existe une réelle activation de la plas-
mine ou bien si une fraction des micelles
de caséine ~ est retenue par la membrane
au cours de la microfiltration.

Si le role des bactéries lactiques des
levains dans la protéolyse et par la méme
dans la flaveur des fromages a pate pressée
cuite n'est plus a démontrer, on s'apercoit
gue les micro-organismes du lait intervien-
nent de fagon non négligeable dans ces
mécanismes. Cette étude montre claire-
ment le rble de ces «micro-organismes non
levains» dans la protéolyse et la flaveur,
puisque les fromages fabriqués a partir de
lait cru étaient plus protéolysés et plus typés
gue les fromages fabriqués a partir de lait
microfiltré. D'aprés Gallmann (1982), il appa-
rait que si chaque micro-organisme  peut
étre tenu pour partiellement responsable
des changements typiques constatés dans
le fromage aucune des souches
considérées n'est capable a elle seule de
produire son goQt spécifique. Il faut plutdt
admettre que seule l'action conjuguée de
toute la flore microbienne du lait cru permet

«Cru»,
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de reproduire les caractéristigues du fro-
mage a base de lait cru. Une meilleure
connaissance de cette flore et des phéno-
ménes d'interactions  existant entre cette
flore indigene du lait et les bactéries du
levain mérite donc d'étre développée, afin de
pouvoir choisir au mieux les souches consti-
tuant les levains, en fonction du site de fabri-
cation.
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