Lait (1997) 77, 625-639 625
© Elsevier/lnra

Article original

Influence de trois haplotypes des caséines ag' pet K
fréquents en race bovine Normande sur la composition
du lait et I'aptitude a la fabrication fromagere

V Nuyts-Petit, A Delacroix-Buchet*, L Vassal

Unité de recherches laitieres, Inra, 78352 Jouy-en-Josas cedex, France

(Regu le 22 janvier 1997; accepté le 6 mai 1997)

Summary - Effect of the three most frequent casein haplotypes occurring in the Norman

breed used for cheesemaking. In the Norman cow breed, the influence of three casein haplotypes,

usl-Cn B, II-Cn B et K-Cn B (BBB), usl-Cn B, II-Cn A2 et K-Cnh A (BAZA) and usl-Cn C, II-Cn A2
et K-Cn B (CA2B), was compared on the composition of milk and its aptitude for cheese production.

The physico-chemical composition of 89 samples (40 BBB, 30 BAZ2A et 19 CA2B) selected on the basis
of genotype, filiation and lactation stage, as weil as their behaviour during coagulation with rennet
were determined. The same samples were used to make Saint-Paulin type cheese from 6 kg of milk
(one milking). The x-casein proportion was greater in BBB and CA2B milks than in BAZA milk. The
micelle size varied conversely with the proportion of x-casein in total casein and was much greater
for milk BA2A (15% more as compared to cAZB milk) than for milk BBB and CAZB. The coagulation
ability was higher for milk CA2B than for milk BA2A. The homozygote  variant B of
x-casein had a higher coagulation ability than variant A. In manufacture ofmicro-cheeses  with indi-
vidual milk of same composition, the association K-Cn Band 1I-Cn B variants led to an increase in the
cheese yield mainly due to a better retention of the amount of fat in the curd of chee se BBB. The
microstructure of BBB curd was doser than these of curd BA2A. At the end of the ripening period
(45 days), BBB cheeses were firmer, less elastic and more breakable than the other two haplotypes.

Neither the chee se composition, nor the degree of proteolysis, nor the pH of the ripened cheeses
appeared to be responsible for these texture differences which existed since the coagulation stage.

milk / Norman breed / caseins / haplotypes / cheese /yield / proteolysis / texture / microstructure

Résumé -En  race bovine Normande, l'influence de trois haplotypes de caséines: u I-Cn B, 1I-Cn B
et K-Cn B (BBB), usl-Cn B, II-Cn A2 et K-Cn A (BA2A) et usl-Cn C, II-Cn A2 et K~CnB (CA2B) a
été comparée sur la composition du lait et I'aptitude a la fabrication de fromage. La composition
physico-chimique de 89 échantillons (40 BBB, 30 BA2A et 19 CA2B) sélectionnés en fonction du géno-
type, de la filiation et du stade de lactation des vaches a été déterminée, ainsi que leur comportement

* Correspondance et tirés a part.
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au cours de la coagulation par la présure. Les mémes échantillons ont servi a la fabrication de fromages
de type Saint-Paulin & partir de 6 kg de lait (une traite). La proportion de caséine Kest plus forte dans

la caséine des laits BBB et CA2B

ue dans les laits BAZA. Il en résulte une réduction de la taille des

micelles (-15 % entre les laits BA<A et CA 2B) et une amélioration de l'aptitude & la coagulation par

la présure. En microfabrications

fromagéres avec des laits individuels de composition

identique,

I'association des variants K-Cn B et ~-Cn B conduit a une augmentation des rendements fromagers,
essentiellement due a une meilleure rétention de la matiere grasse dans le caillé. La microstructure du

caillé BBB est plus serrée que celle des caillés BA2A et CA2B. En fin d'affinage,

les fromages BBB

sont plus fermes, moins élastiques et plus friables que les autres. Ni la composition, ni le degré de pro-
téolyse, ni le pH des fromages affinés ne sont corrélés a ces différences de texture qui apparaissent

deés la coagulation.

lait 1vache Normande 1 caséine 1haplotypes 1fromage 1rendement 1 protéolyse 1texture 1

microstructure

INTRODUCTION

Durant les 30 derniéres années, beaucoup
de travaux ont été effectués afin de déter-
miner la fréquence des génotypes des lac-
toprotéines dans différentes races
(Aschaffenburg, 1968 ; Grosclaude,  1988),
d'élucider  linfluence  du polymorphisme
génétique  des caséines sur la composition

et la production du lait (Hayes et al, 1984 ;
Mc Lean et al, 1984; Ng Kwai Hang et al,
1984), ainsi que sur l'aptitude & la fabrica-
tion fromagére (Feagan et al, 1972 ; Mariani
et al, 1976 ; Schaar, 1981, 1984 ; Schaar et

al, 1985 ; Pagnaco et al, 1987 ; Rahali et
Ménard, 1991). Selon la race bovine, les
variants génétiques  des caséines sont asso-

ciés de facon différente et la race Normande
présente des combinaisons  caractéristiques
comportant en particulier une fréquence éle-
vée des variants x-Cn B et ~-Cn B. De nom-
breuses études ont été consacrées a
l'influence  des variants des caséines consi-
dérées indépendamment les unes des autres
sur l'aptitude  fromagére  du lait. Peu de
résultats  sont cependant  disponibles sur
l'influence des associations de variants
(haplotypes)  qui en raison des liaisons de
structure du gene, sont transmises de
maniéere indissociable.

L'objectif du travail est de comparer
l'influence  des trois principaux haplotypes
du groupe des caséines as!' ~ et x, en race

Normande, dont la fréquence est respecti-

vement de 45,3 % pour asl-CN B, ~-Cn B,
]J(-Cn B (BBB), de 13,6 % pour asl-CN B,
~Cn AZ x-Cn A (BA%A) et 13,6 % pour
asl-CN C, ~Cn A2 ](-Cn B (CA?B) sur la
composition  du lait, ainsi que sur les carac-
téristiques de fromages de type Saint-Paulin,

fabriqués a partir de ces laits. Le travail réa-
lisé entre 1989 et 1991 a porté sur des laits
provenant  d'animaux homozygotes pour
chacun des alléles considérés, afin de rendre
les différences interhaplotypes  aussi grandes
que possible.

MATERIEL ET METHODES
Typage des animaux

Pour rechercher les trois haplotypes souhaités
BBB, BA2A et CA2B, les échantillons indivi-
duels de lait de 1765 vaches normandes sélec-
tionnées en fonction de leur filiation (parenté)
et de la fréquence des haplotypes ont été collec-
tés sur I'ensemble des départements normands
au cours du printemps et génotypés. Les vaches
étaient toutes des filles de taureaux de méme
index laitier.

Les laits prélevés au cours d'une traite étaient
additionnés de bichromate de potassium (concen-
tration finale 60 ppm) et congelés dans les heures
suivant le prélevement. Le génotype de chaque
échantillon de lait, apres écrémage par centrifu-
gation a 1500 g pendant 30 min, était identifié
par électrophorése  en gel d'amidon a pH 8,6
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selon Aschaffenburg et Michalak (1968) et par
électrophorése en gel d'amidon a pH 3,0 selon
Peterson et Kopfler (1966).

Parmi les 1765 animaux typés, 512 vaches
possédaient les haplotypes recherchés a I'état
homozygote, soit respectivement 373, 64 et 75
vaches dhaplotype BBB, BA2A et CA2B. Le
nombre d'animaux possédant I'haplotype BBB
est cing fois ~lus grand que pour les deux autres
groupes (BA A et CA2B). Ceci est lié au fait que
tous les taureaux dont étaient issus les animaux
analysés étaient hétérozygotes B pour chaque

caséine (7 taureaux BBB/BA2A et 9 BBB/
CAZB).
Collecte d'échantillons de laits

individuels de vaches normandes

Pour étudier la composition physico-chimique
des laits, I'aptitude a la coagulation par la présure
et réaliser des fromages, il a été nécessaire de
trier les animaux typés auparavant. Les animaux
ont été sélectionnés en fonction de leur stade de
lactation, de leur parenté, de la dispersion géo-
graphique des vaches.

Ce tri a été effectué non pas sur les 512 ani-
maux, mais sur 279, car en décembre, aprés un
second controle, plus de la moitié des animaux
n'étaient pas en lactation ou avaient disparu. Les
vaches retenues étaient réparties sur 6 départe-
ments (Calvados, Eure, Mayenne, Orne, Sarthe et
Seine-Maritime). L'étude a donc été réalisée sur
89 échantillons  de laits individuels de vaches
normandes. Parmi ces 89 vaches, 40 possédaient
I'haplotype  BBB, 30 I'haplotype BA2A et 19
I'haplotype CAZB. Le stade moyen de lactation
des vaches était respectivement égal a 160, 140
et 120 jours de lactation pour les haplotypes
BBB, BA2A et CA2B. Larrivée des échantillons
dans un ordre non controlable (dispersion géo-
graphique des vaches) n'a pas permis la mise en
place d'un plan d'expérience équilibré.

L'état sanitaire des animaux était satisfaisant.
En moyenne, le taux de cellules dans les laits
prélevés était de 134 000 cellules/mL.

Analyses physico-chimiques des laits
individuels et aptitude a la coagulation
par la présure

Les laits étaient collectés a la traite du matin,
une partie du lait destinée aux analyses physico-

chimiques était conservée a température ambiante
dans des flacons additionnés d'azothydrate de
sodium (40 mg/L de lait), le reste du lait était
placé dans une caisse isotherme remplie de pains
réfrigérants. Le tout était transporté sans délai
au laboratoire, afin d'arriver en début d'apres-
midi. La séparation des différents constituants
chimiques a doser et les mesures physico-chi-
miques (pH, Formagraph) étaient effectuées
I'aprés-midi.

Sur les échantillons de lait maintenus a tem-
pérature ambiante pendant leur transport étaient
déterminés, a l'arrivée au laboratoire, la matiére
grasse (MG) par la méthode acido-butyromé-
trique de Gerber, la matiére azotée totale (MAT)
par la méthode Kjeldhal et le pH. Puis les échan-
tillons de lait étaient écrémés par centrifugation a
3000 g pendant 20 min a 4 "C et soumis aux déter-
minations qui suivent. Les paramétres rhéolo-
giques de l'aptitude a la coagulation par la présure
(R, temps de gélification en min, K20, temps de
raffermissement en min et A30, fermeté du gel
30 min aprés I'emprésurage en mm) étaient mesu-
rés au Formagraph (Société Foss Electric, Nan-
terre, France) a une température d'emprésurage de
32 "C avec une dose d'extrait de présure liquide
a 520 mg de chymosine activelL (Sm, Beaune,
France) diluée a 2,5 % dans un tampon pipéra-
zine hexahydrate (0,025 mol/L) de pH 5,3.
Chaque journée de manipulation, des mesures au
Formagraph étaient effectuées sur un lait témoin
préparé selon la méthode parue au Journal Offi-
ciel du 20 mars 1981 et emprésuré avec une solu-
tion de présure diluée a 0,5 % afin de vérifier la
répétabilité des mesures de l'appareil au cours
du temps. La dimension des micelles de caséines
(DMO) était déterminée a l'aide d'un analyseur de
particules Coulter modele N4 (Coultronics, Mar-
gency, France). Les fractions azotées (azote non
caséique (MNCN) et azote non protéique
(MNPN» étaient préparées selon la méthode de
Rowland (1938) modifiée par Aschaffenburg et
Drewry (1958). La teneur en caséine totale (CNE)
des laits était déterminée par simple différence
(MAT-MNCN) et la proportion des différentes
caséines (asI" —, K) par chromatographie
d'échange d'ions FPLC sur une colonne monoQ
selon la méthode mise au point par Guillou et al
(1987). Le calcium total (CaT) était déterminé
sur le lait a l'aide d'un calcimétre Coming 940
(Corning, le Vésinet, France), et le calcium
soluble (CaS) par la méme méthode, sur l'ultra-
filtrat obtenu au moyen de cones Centriflo CF25
(Amicon, Epernon, France) a partir de lait écrémé.
Ces résultats étaient utilisés pour la détermina-
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tion de la minéralisation calcique des micelles
(MIC = (CaT-CaS) x IOO/CNE). Le phosphore
total (PT) était dosé par colorimétrie (norme FIL
42, 1967) aprés minéralisation du lait, et le phos-
phore soluble était déterminé sur l'ultrafiltrat. Les
protocoles et méthodes d'analyses des laits étaient
semblables a ceux décrits en détail par Delacroix-
Buchet et Marie (1994) pour des laits individuels
de vaches tarentaises a I'exception de la déter-
mination des proportions des différentes caséines.

Fabrications fromageres

Les fabrications de fromage a pate pressée de
type petit Saint-Paulin (environ 220 g) ont été
réalisées sur les 89 échantillons de lait indivi-
duel.

Préparation des laits

A l'arrivée a la laiterie, le lait était standardisé par
écrémage partiel pour ajuster la teneur en matiére
grasse, de maniere a établir un rapport matiére
grasse (MG) / matiere azotée totale (MAT) voi-
sin de 0,85 permettant d'obtenir des fromages
de méme gras/sec proche de 45 %. Le lait était
ensuite refroidi et conservé a4 "C jusqu'au len-
demain matin. Avant la fabrication du fromage,
le lait était pasteurisé (72 “C, 15s) a l'aide d'un
appareil de laboratoire.

Procédés technologiques

Une aliquote de 6 kg de lait pesée exactement,

était ensemencée a2 % avec un levain de souches
de Lactococcus lactis subsp lactis CNRZ 1075 et
CNRZ 1076. Les cultures sur lait étaient mélan-
gées dans le rapport 95/5 (v/v). L'emprésurage

était effectué a 32 "C, sans maturation du lait,
par addition de présure commerciale Granday
(SBI, Beaune, France) a 520 mg/L de chyme-
sine active. La quantité de présure était ajustée en
fonction des résultats obtenus au Formagraph

afin d'obtenir un temps de coagulation d'environ
20 min. Les doses étaient respectivement pour
les laits BBB, BA2A et CA2B de 17,3,29,5 et
21,1 mL/100 kg de lait. Aprés une durée de dur-
cissement égale au temps de coagulation, le caillé
était découpé en cubes de 5 mm d'aréte, puis
brassé pendant 15 min avant le soutirage d'une
quantité de lactosérum égale a 30 % du volume
de lait mis en ceuvre. Aprés addition d'eau a
32 "C en quantité égale a celle de lactosérum

enlevé, le caillé était a nouveau brassé pendant
15 min. La totalité du lactosérum était alors sou-
tirée et le caillé était pressé au fond de la cuve de
fabrication pendant 20 min. Il était ensuite réparti
dans 3 moules a baby Gouda de 8,75 cm de dia-
métre. Chaque fromage était pressé par un poids
de 2 kg (soit 2,85 Pa/cm-) et subissait deux
retournements dans l'aprés-midi, 3 et 6 heures
aprés l'emprésurage. Le lendemain de la fabri-
cation, un fromage de chaque lot était analysé.
Les deux autres fromages étaient salés en sau-
mure saturée pendant 4 heures a 12 OC. lls étaient
enrobés avec de la paraffine puis affinés a 12 "C
et 95 % d'humidité relative pendant 45 jours.

Analyses physico-chimiques au cours
de la fabrication et sur les fromages

Sur le lait de fabrication ensemencé, ont été déter-
minés la MG par la méthode Gerber, la MAT
par la méthode Kjeldhal automatisée, I'extrait

sec (ES) par dessication a I'étuve a 101°C pen-
dant 5 heures, le poids et le pH a l'aide d'une
électrode combinée Ingold Lot 406. Sur les
échantillons de lactosérum prélevés apres décou-
page, au moulage et aprés 5 heures d'égouttage,

les mesures du poids, de I'ES, de la MAT et de la
MG ont été effectuées. Dans le but d'apprécier,

par différence, les pertes en fines de fromagerie,

le lactosérum prélevé au découpage a été centri-
fugé a 1500 g pendant 30 min, puis filtré sur
papier Whatman n° 42 et la teneur en azote du fil-
trat a été quantifiée. Le poids de fromage frais a
été mesuré au démoulage des fromages. A partir
de ces données, ont été calculés, le rendement

brut (poids de fromage frais (24 h) obtenu a par-
tir de 100 kg de lait) et le rendement corrigé de
I'extrait sec moyen des fromages agés de 24 h
suivant la formule de Maubois et Mocquot (1967)
ainsi que les coefficients de récupération de I'ES,
de la MAT et de la MG du lait dans le fromage
d'apres les formules de Mietton (1986). Les fro-
mages ont été analysés a 24 h et a 45 jours. Le pH
des fromages a été mesuré directement dans la
pate a l'aide de I'électrode combinée a aiguille
Ingold type Lot 406. L'ES des fromages a été
déterminé par dessication a I'étuve a 101"C pen-
dant 24 heures selon la norme FIL 4A (1982).
Le dosage de la matiére grasse des fromages a
24 h a été effectué par la méthode butyromé-

trique de Heiss (1961) modifiée par Pien (1976).
La MAT, les fractions azotées (azote soluble a
pH 4,6 (NS), azote soluble dans l'acide phos-
photungstique a5 % (NSAPT» ont été dosées
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par la méthode Kjeldhal automatisée, aprés frac-
tionnement selon la méthode décrite par Gripon
et al (1975). Dans les fromages de 45 jours, une
analyse qualitative des constituants des fractions
insoluble et soluble a pH 4,6 a été réalisée res-
pectivement par séparation électrophorétique en
gel PAGE a pH 8,6, de 0,3 g du précipité a
pH 4,6 récupéré lors de la préparation du NS, et
par séparation chromatographique RP-HPLC sur
une colonne Delta-Pak C18, de 200 J..ILd'un
mélange de la solution de NS et de TCA 4 %
(v/v). Les protocoles analytiques sont ceux décrits
par Marie et Delacroix-Buchet (1994).

Microstructure et texture

L'observation de la microstructure et de la com-
pacité des fromages a été réalisée sur quelques
fromages de chaque haplotype aprés salage (48 h)
et a 45 jours par microscopie électronique a
balayage (microscope Hitachi S-450) sur des
sections délipidées d'échantillons  secs. Pour
I'analyse de la texture, des tests rhéologiques et
sensoriels ont été réalisés sur tous les fromages
agés de 45 jours. Les tests de compression simple
uniaxiale ont été effectués a l'aide d'une machine
Instron SA modéle 1102 (Buc, France) et la pente
a I' origine (élasticité), la contrainte a la rupture
(fermeté), la déformation au point de rupture
(cohésion) et la contrainte maximale détermi-
nées lors de chaque test. Les fromages d'une
journée de fabrication (3 ou 4 selon la journée)
ont été comparés au stade 45 jours lors d'une
méme séance de dégustation, dans un local spé-
cialement aménagé (AFNOR NF 09 105, 1972).
Le jury était composé de 8 a 10 membres aux-
quels étaient présentées des portions de fromage
(15-20 @) codées et les épreuves consistaient a
noter sur des échelles structurées (notes de 0 a
4),3 paramétres de texture: ladureté (0 = mou et
4 = dur), l'élasticité (0 = élastique et 4 = cas-
sant), la structure (0 = onctueux et 4 = granu-
leux). La préparation des échantillons  pour
I'observation au microscope et le protocole des
tests de compression ou des analyses sensorielles
étaient identiques a ceux décrits par Marie et
Delacroix-Buchet  (1994).

Analyses statistiques

Le traitement statistique des résultats a été effec-
tué a l'aide du logiciel MICROST AT élaboré en
1984 par I'ITCF (Boigneville, France).

RESULTATS

Composition  des laits
et aptitude a la coagulation

La composition moyenne des laits indivi-
duels est présentée dans le tableau 1. Le pH
moyen des laits est pour les trois haplotypes
(BBB, BA2A et CA2B) voisin de 6,61. La
MG des laits BBB est supérieure a celle des
laits BA2A et CA2B (43,2 g/L contre 40,9 et
40,7 g/L), ce que l'on peut expliquer par le
fait que les laits BBB ont été prélevés a un
stade moyen de lactation plus avancé que
les laits des deux autres haplotypes. La MAT
des laits CAZB (36,2 g/kg) est plus élevée
que celle des laits BA<A ou BBB (environ
35,0 g/L). Il en est de méme pour les teneurs
en CNE des laits, [I'haplotype CA’B
(28,4 g/kg) se détache (+5,3 %) des deux
autres (environ 27,0 g/kg pour BBB et
BAZA) et de ce fait, les teneurs en CNE et
MAT des laits sont fortement corrélées

(r=0,94 ;P <0,00 1). Les différences inter-
haplotypes ne sont toutefois pas significa-
tives au plan statistique. La comparaison

des valeurs obtenues pour le rapport

CNEIMAT (CAZB = 78,6 %, BBB = 77,4 %
et BA2A = 77,2 %) ainsi que pour le rap-
port protéines/MAT (CA2B =945 %,
BBB =943 % et BAZA = 94,0 %) ne fait
pas apparaitre de différence significative

entre les trois haplotypes, mais une tendance
a obtenir des laits plus riches en caséine

avec I'haplotype CAZB. Le diamétre des
micelles de caséine des laits BA2A (168 nm)
est supérieur de 15 % a celui des laits CA 2B
(146 nm) et supérieur de 9 % a celui des
laits BBB (154 nm). La proportion de
caséine «: varie en sens inverse de la taille
des micelles (r = -0,56 ;P <0,001), tandis
que celle des caséines as évolue dans le
méme sens (r =0,42 ; P <0,001). Ainsi la
proportion de caséine «: pour les laits BA2A
est d'environ 10 % alors qu'elle atteint 15 %
pour les laits BBB et CA4B, différence tres
hautement significative (p <0,001). L'aug-
mentation de caséine «: s'accompagne d'une
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Tableau 1. Caracteres chimiques et rhéologiques du lait en race Normande (effet du polymorphisme
génétique des caséines).

Chemical and rheological characteristics of milk samples in Norman breed (effect of casein poly-

morphism).
Variables Moyenne (+écart type) Test F
Haplotypes

BBB (n = 40) BA2A (n = 30) CA2B (n = 19) P(a)
pH 6,61  (0,09) 6,60 (0,05) 6,62 (0,07 NS
Matiere grasse (glL) 43,2 (5,9) 40,9 (5.2 40,7 (7,6) NS
MAT (g/kg) 350  (29) 351 (43) 362  (3.9) NS
Caséine totale (g/kg) 27,1 (2,1) 27,0 (3.3) 25,4 (2,9) NS
Caséine as (% caséines)  46,3B (2,1 50,3A  (1,5) 45,6AB  (2,5) ok
Caséine ~ (% caséines)  3S,6AB  (1,9) 39SA  (2,9) 364B (2,5 ok
Caséine 1i: (% caséines) 151A  (2,0) 99B  (21) 15,0A (2,5) ok
MIC @ (g/kg) 350  (53) 339  (56) 329 (39 NS
DMO (nm) 154B (12 16sA (12 1468 () ok
R (min) s7B (19 149A  (4.9) 10,6B (2,1 Fohk
K20 (min) 44B  (1,2) 93A  (50) 468 (1,2 Fohk
A30 (mm) 462A  (S6) 2738 (12,9 491A  (8,9) bl

(1) MIC = (CaT - CaS) x IOO/CNE.
(a) P : Seuil de signification d'apres le modele a un facteur {« haplotype »). NS : non significatif; ***p <0O,00\.

diminution de la proportion de caséine as.

Les laits BA2A ont un temps de coagu-
Peu de différences sont observées entre les

lation (R) (14,9 min) plus long que les laits

trois haplotypes pour les fractions azotées
solubles du lait: la teneur en matiere azotée
non protéique est en moyenne de 2 g/kg quel
que soit le type de lait. Les teneurs en CaT
et en CaS des laits CA2B (1,26 g/kg,
0,32 g/kg) ne sont que légerement plus éle-
vées en comparaison de celles des laits BBB
et BA2A (respectivement: 1,24 gl/kg,
0,30 g/kg et 1,20 g/kg, 0,28 g/kg). Compte-
tenu des écarts dans les teneurs en CNE, il
en résulte que la minéralisation calcique
(Mle) des laits BBB (35,0 %) est un peu
plus élevée que celle des laits BA2A
(33,9 %) mais surtout CA2B (32,0 %) sans
que ces différences soient significatives. Les
valeurs de PT et PS sont équivalentes pour
les trois haplotypes et respectivement voi-
sines en moyenne de 0,91 g/kg et 0,37 g/kg.

CAZB (10,6 min) et BBB (8,7 min). Le
temps de raffermissement (K20) est égale-
ment plus long pour les laits BAZA (9,3 min)
et au moins double de celui des laits CA2B
(4,6 min) ou BBB (4,4 min). Ce sont aussi
les laits BA2A qui donnent les caillés les
plus mous (A30 =27,3 mm contre 49,1 mm
pour CAZB et 46,2 mm pour BBB). Toutes
ces différences sont trés hautement signifi-
catives (p <0,001). Il apparait donc, bien
qu'il s'agisse de comparaisons entre haplo-
types, une prépondérance de relation entre
l'allele de la x-Cn et l'aptitude a la coagu-
lation des laits, les laits K-Cnh BB (BBB et
CAZB) présentant de meilleurs parametres
de coagulation que les laits possédant le
génotype K-Cn AA (BAZA). La DMO est
corrélée avec les variables de la coagula-
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tion (p < 0,001), positivement avec R
(r = +0,45) et K20 (r =+0,59) et négative-
ment avec A30 (r =-0,67). Les variables de
coagulation sont également bien corrélées
entre elles (p <0,001) : R dans le méme
sens que K20 (r =+0,67) et R et K20 inver-
sement a A30 (respectivement r = -0,79 et
r =-0,77). Une analyse factorielle discri-
mante (AFD) de I'ensemble des laits, réali-
sée a partir des 4 variables décrivant le
mieux l'aptitude a la coagulation (R, K20,
A30 et DMO) permet de classer les laits des
trois haplotypes avec un pourcentage de
bien classés proche de 80 %. En effet, la
projection simultanée de I'ensemble des laits
dans le premier plan factoriel (représentant

90 % de l'inertie) montre bien (fig 1) que
les trois haplotypes forment des groupes
distincts et qu'en particulier, les haplotypes
BBB et surtout CA2B produisent des caillés
plus fermes dans la mesure ou, ils se carac-
térisent par des temps (R et K20) plus courts
et une structure micellaire (DMO) plus favo-
rable & la formation d'un réseau dense.

des caillés de 24 heures
fromagers

Composition
et rendements

L'analyse de la composition des caillés de
24 heures ne fait ressortir aucune différence
significative  entre les trois haplotypes

Axe 2 (14,2 %)

L] LI ) L]
~t - P P Pt

. Pourcentage d'individus bien classés:

Fig 1.Analyse factorielle discriminante montrant I'effet du polymorphisme

sur la coagulation des laits par la présure.

~
—
[N NN [ ]

J"Axe 1 (85,8 %)
K20

78,7 %

génétique des caséines

Factorial discrimant analysis showing the effect of casein polymorphism on milk rennet coagulation.
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Tableau
tique des caséines).

V Nuyts-Petit et al

Fresn cheese composition and cheese yields at 24 h (effect of casein polymorphism).

1. Composition et rendements en fromage frais a 24 heures (effet du polymorphisme géné-

Variables Moyenne (técart type) Test F
Haplotypes

RRR (n = 40) RAZA (n = 30) CAZR (n = 19) pla)
pH 5,05 (0,05) 5,07 (0,07) 5,08 (0,05) NS
Extrait sec (gll 00 g) 48,3 (1,6) 48,2 1,8) 48,8 1,3) NS
MAT (gll 00 g) 22,0 (2,6) 22,6 (1,0 225 2,7 NS
Gras/sec (0/0) 44,8 14 441 3,2) 45,4 (1,8) NS
Extrait sec du fromage
dégraissé (g/IO0 g) 34,2 (1,6) 34,3 (1,5) 34,2 1,2) NS
Rendement brut (0/0) 11,8 (1,2) 11,4 (1,6) 11,9 (1,0) NS
Rendement corrigé (0/0) 11,8 1,2) 11,4 (1,8) 12,1 (1,3) NS
Récupération
de la matiére azotée (00) 71,3 (8,6) 70,4 (5,1) 72,3 (11,0) NS
Récupération de
la matiére grasse (0/0) 84,7A (4,4) 78,0B (8,6) 83,2A (4,8) *xk
(a) P : Seuil de signification d'aprés le modele a un facteur [« haplotype »). NS :non significatif; rkk p <0,00 1.

(tableau 11). Les cailléss BBB sont légere-
ment plus acides de 0,02 et 0,03 unité pH
par rapport aux cailléss BA2A et CA2B. Si
I'extrait sec (ES) des caillés CA2B est lége-
rement plus élevé (+0,5 point) que celui des
caillés BBB ou BA2A, les teneurs en extrait
sec du fromage dégraissé (ESFD) - qui tra-
duisent l'aptitude a I'égouttage des caillés
pendant la fabrication - sont équivalentes
pour les 3 haplotypes.

Les rendements en fromage bruts sont
plus faibles avec les fromages BA2A
(11,4 kg/loO kg lait) que CAZB
(11,9 kg/l 00 kg lait). La différence s'accroit
légérement si l'on raisonne en rendements
corrigés. Ceci résulte de la différence de
teneur en caséine totale et de la moins bonne
aptitude a la coagulation des laits BAZA
(K-Cn AA) par rapport aux laits CA-B
(K-Cn BB) qui se traduit par une plus faible
rétention de la matiére grasse dans les fro-
mages (78 contre 84 % en moyenne
p <0,001). En effet, la quantité de matiére

grasse qui passe dans le lactosérum est plus
élevée dans les cuves de fabrication BAZA
(6,2 g/L) que dans les autres (3,8 g/L en
moyenne) et les fromages BA2A ont un
gras/sec plus faible que les fromages BBB
ou CAZE. Si les différences des moyennes
interhaplotypes pour les rendements ne sont
pas significatives, latendance est trés nette
sur l'ensemble des données. En effet, on
peut établir des équations donnant le ren-
dement corrigé en fonction des teneurs en
matieére grasse et en matiéres protéiques du
lait de fabrication pour chaque haplotype a
partir  des données  expérimentales
(tableau I11). Ces équations permettent de
calculer que la différence de rendement cor-
rigé entre un lait BBB et un lait BA2A, de
richesse en matiere grasse et en matiéres
protéiques égale aux teneurs moyennes de
l'essai (TB = 29,5 gIL et MP = 34,0 g/kg) est
égale a 5,4 % alors que les différences BBB-
CAZB et CA%B-BA2A sont égales respec-
tivement a 3,2 et 2,0 %.
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Tableau Ill. Relation entre le taux butyreux (TB), la matiére protéique (MP) des laits de cuve et le
rendement fromager (effet du polymorphisme génétique des caséines).

Relationship between milk fat content, milk protein content and cheese yield (effect of casein poly-
morphism).

Haplotypes Equations ? TB = 29,5 g/L
Rendements calculés (R) (kg/100 kg de lait) MP = 34,0 g/kg
BBB R =0,1521 TB +0,2618 MP - 1,4307 0,89 R = 11,96
BA2A R =0,1803 TB +0,2523 MP - 2,5492 0,86 R= 11,35
CA2B R =0,2385 TB +0,0927 MP + 1,3923 0,80 R= 11,58

Tableau 1V. Composition et texture des fromages a 45 jours d'affinage (effet du polymorphisme géné-
tique des caséines).

Composition and texture of cheeses at 45 days of ripening (effect of casein polymorphism).

Variables Moyenne (+écart type) Test F
Haplotypes
BBB (n = 40) BA2A (n = 30) CA2B (n = 19) pla)

pH 5,20 (0,09) 5,19 (0,08) 5,18 (0,08) NS

Extrait sec (g/100 Q) 53,2 1.8) 53,2 1.9 53,6 (1,6) NS

MAT (g/l 00 g) 23,7 0,9) 235 1.4) 23,7 (1,0) NS

NS/NT (%) 15,1AB (2,0 16,1A (1,9) 14,28 (2,0) *%

NSAPT/NT (%) 37 (0,6) 38 (0,6) 38 (0,6) NS

Pente a l'origine 0,59A 0,27) 0,448. (0,23) 0,47AB (0,18) *

Contrainte maximale

(kPa) 229 (68) 217 (78) 243 (87) NS

Déformation 41,8 (9.6) 44,4 (10,6) 45,0 (8.9

a la rupture (%) (n = 39) (n = 25) (n=17) NS

Contrainte a la rupture 49 (15) 45 (18) 51 (22)

(kPa) (n =39) (n = 25) (n=17) NS

Cassant/élastique  (/4) 1,94A (0,60) 1,618 0,52) 1,797 (0,35) *
(n = 18)

Dur (/4) 2,03 (0,66) 1,66 0,72) 1,96 (0,56) 0,07
(n = 18)

Onctueux/granuleux ~ (/4) i.n>» (0,52) 1,458 (0,49) 1,51A8 (0,43) *
(n = 18)

"p : Seuil de signification d'aprés le modele a 1facteur [« haplotype »). NS :p >0,10; * P <0,05; ** P<D,DI.

Composition et texture des fromages laire, si bien quaucune  différence  signifi-

de 45 jours cative n'est anouveau observée dans le pH
ou I'ES des fromages des trois haplotypes

En cours d'affinage, la composition globale qui sont, a 45 jours, respectivement voisin de

de tous les fromages évolue de fagcon simi- 5,2 et 53,3 ¢/IOO g (tableau 1V). L'analyse



634 V Nuyts-Petit et al

de la matiére azotée des fromages fait par
contre ressortir une protéolyse primaire plus
importante dans les fromages BA2A que
dans les fromages BBB et surtout CA<B
(p < 0,01). En effet, la proportion d'azote
soluble dans l'azote total (NSINT) des fro-
mages BA2A (16,1 %) est supérieure acelle
des fromages BBB (151 %) et CA2B
(14,2 %) alors que les proportions d'azote
soluble dans l'acide phosphotungstique

(NSAPTINT) - qui témoignent de I'activité
aminopeptidasique  des bactéries lactiques
- sont identiques pour les trois haplotypes.
Les diagrammes électrophorétiques de la
fraction insoluble a pH 4,6 (fig 2) révelent

essentiellement  des différences dans les
composés de dégradation de la caséine ~
+
origine
1 2 3

qui semblent moins nombreux avec les fro-
mages fabriqués a partir des laits ~-CN B
(bandes «a» et «d» inexistantes) compa-
rés aux fromages ~-CN A2, Les profils pep-
tidiques obtenus par HPLC des fractions
solubles dans le TCA 2 % ne présentent par
contre aucune différence majeure entre fro-
mages pour les trois haplotypes.

Les paramétres de texture montrent des
différences plus marquées entre les 3 haplo-
types. La pente a l'origine de la courbe de
compression - qui exprime la fermeté et
I'élasticité des produits - est significative-
ment (p <0,05) plus élevée (+25 %) pour
les fromages BBB que celle des deux autres

types de fromages. L'analyse sensorielle

confirme les observations rhéologiques. La
c

+ para-le

Fig 2. Analyse électrophorétique (PAGE pH 8,6) d'échantillons de fromages a 45 jours d'affinage (effet

du polymorphisme génétique des caséines).

1:BA2A ;2,3,5 6:BBB ;4,7 :CA2B. 1a4: fabri-

cation n°10 ;5 a 7: fabrication n014. a a g : produits dhydrolyse.
Electrophoretic analysis (PAGE pH 8.6) of cheese samples at 45 days of ripening (effect of casein poly-

morphism).
making n°/4. ata g : hydrolysis products.

| : BA2A ..2,3,5,6: BBB ..4, 7: CA2B. | ta 4: cheesemaking n"/0 ..5ta 7 = cheese-



Haplotypes des caséines bovines et fabrications fromagéres 635

corrélation entre la pente a l'origine et le
caractére « cassant» des fromages est posi-
tive (r =+0,56; P <0,001). La pate des fro-
mages BBB est jugée plus cassante (moins
élastique) (p <0,05) que celle des fromages
CA2B ou BA2A. Lors des tests de com-
pression, les fromages BBB présentent tous
(une seule exception) un seuil de rupture
alors que 15 % des fromages BA2A n'en
présentent pas. La déformation a la rupture
est un peu plus faible pour les fromages
BBB (42 %) que pour les autres fromages
(45 %) : ils sont donc un peu plus friables ce
qui peut étre associé a leur caractére plus
«granuleux» (1,8/4 contre 1,5/4 ;P <0,05)
(r =-0,41 entre la déformation a la rupture et
le caractéere granuleux; p <0,001). Les fro-
mages BAZA sont un peu moins fermes que
les fromages CA2B ou BBB : les valeurs
des tests rhéologiques et sensoriels

(contrainte a la rupture, pente a l'origine et
note « dure ») sont cohérentes sur ce point
(r =+0,62 entre la pente a l'origine et la
note « dure» ;p <0,00 1). Ce sont aussi les
fromages qui présentent le rapport NS/NT le
plus élevé. Il apparait donc que les fromages
BBB se distinguent des autres froinages par
une pate plus ferme, moins élastique et de
moindre cohésion (granuleuse et friable).
Or ni les paramétres de composition mesu-
rés dans I'étude, ni le pH des fromages de
45 jours ne peuvent expliquer cette diffé-
rence de texture. Seule la contrainte a la rup-
ture et le rapport de I'humidité par g de
caséine (rapport considéré comme un esti-
mateur du gonflement des micelles de
caséine du fromage) présentent une liaison
négative (n =81 ;r=-0,504; P <0,001). La
relation ne semble pas linéaire et les valeurs
moyennes du rapport humidité par g de
caséine sont voisines de 2,3 quel que soit
I'haplotype. L'examen par microscopie élec-
tronique a balayage des fromages BBB et
BA2A permet d'observer la taille des cavi-
tés laissées libres par les globules gras et
I'eau éliminés au moment de la préparation
des échantillons: celles-ci sont plus grandes
dans les caillés (préleves apres salage) BAZA

que BBB (Photos 1et 2, grandissement
1800 X ; fig 3). Apres 45 jours d'affinage, le
réseau protéique des fromages BBB apparait
plus compact et plus homogéne que celui
des fromages BA2A (Photos 3 et 4, gran-
dissement 400 X ; fig 3).

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Sur le plan physico-chimique, la teneur en
caséine Ket la dimension moyenne des
micelles de caséines des laits, qui présen-
tent un rapport inverse, constituent les dif-
férences essentielles entre les laits CAZB,
BBB et BA2A. Les laits BA2A (K-Cn A),
les plus pauvres en caséine K- du fait
conjointement de la plus faible teneur en
caséine et de la plus faible proportion de
caséine Kdans les caséines - possedent des
micelles de caséines de grande taille alors
qua linverse les laits K-Cn B notamment

CAZB possedent les plus petites micelles.

Les laits BBB, un peu moins riches en teneur
en caséine Kque les laits CA2B possedent
des micelles de taille intermédiaire. Ces
résultats sont en parfait accord avec
I'ensemble des publications sur la relation
entre la caséine Ket ses principaux variants
génétiques (variants A et B) et la dimension
moyenne des micelles de caséines (Rose et
Colvin, 1966; Morini et al, 1975; Mc Gann
et al, 1980 ; Dalgleish et al, 1981 ; Davies et
Law, 1983; Mc Lean et al, 1984; Grandison
et al, 1985 ; Ford et Grandison, 1986). Les
laits des différents haplotypes se différen-
cient aussi par leur aptitude a la coagula-
tion par la présure et les résultats obtenus
confirment pour les haplotypes les travaux
sur les variants des caséines Ket . Ainsi, il
apparait clairement que l'effet favorable

associé au variant B de la caséine Ksur le
temps de coagulation et le raffermissement

du gel est renforcé par celui de la caséine P
(Mariani et Leoni, 1985 ; Pagnacco et
Caroli, 1987). A travers les haplotypes, on
retrouve également I'effet positif de la réduc-
tion de taille des micelles de caséine sur la
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Fig 3. Etude par microscopie électronique de la structure d'échantillons de fromages (effet du poly-
morphisme génétique des caséines). Fromages a 48 heures d'affinage; barre d'échelle: 5um : 1)BBB
et 2) BA2A. Fromages a 45 jours d'affinage; barre d'échelle: 50 um :3) BBB et 4) BA2A.

Electron microscopy study of the structure of cheese samples (effect of casein polymorphism).
Cheeses at 48 h, scale bar: 5J.1m: 1) BBB and 2) BA2A. Cheeses at 45 days of ripening, scale
bar: 50 J.Im: 3) BBB and 4) BA2A.
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fermeté des gels (Niki et Arima, 1984 ;
Remeuf et al, 1989). Ce phénoméne

explique que les laits CA2B donnent les gels
les plus fermes, plus aptes que les autres
laits a retenir la matiere grasse et les pro-
téines au moment du découpage ce qui se
traduit par de meilleurs rendements froma-
gers. Nos observations, quant aux propriétés
fromagéres des laits, concordent avec les
résultats des travaux de Mariani et al (1976),
Morini et al (1979), Schaar et al (1985),
Marziali et Ng-Kwai-Hang (\ 986a et b),
Rahali et Ménard (\ 991) qui montraient

qu'en fabrication de Parmesan, de cheddar
ou de camembert, on obtenait de meilleurs
rendements fromagers avec le variant B de
la caséine K. Pour les fromages 4agés de
45 jours, l'aspect le plus marquant est la dif-
férence de texture entre les fromages des
trois haplotypes alors que leur pH et leur
composition globale (extrait sec, gras/sec,
azote total) ne différent pas en moyenne a
I'exception de la proportion de NSINT un
peu plus élevée des fromages BA2A qui
pourrait participer a leur moindre fermeté
(Creamer et Oison, 1982). Les différences
dans les valeurs du rapport NS/NT sont liées
a l'action de la présure, principal agent de la
protéolyse primaire des fromages a péte
pressée non cuite (Visser, 1977) dont les
doses ajustées de maniére a obtenir des
temps de prise voisins lors des fabrications

fromageres étaient de ce fait beaucoup plus
grandes pour les laits BA2A que pour les
laits CA2B ou BBB. Il reste que des diffé-
rences dans la structure du réseau de
caséines pourraient aussi étre a l'origine des
différences de texture mesurées. Ainsi la
taille des globules gras et les propriétés de la
membrane globulaire qui se lie plus ou
moins fortement au réseau de caséines peu-
vent influer sur la structure du réseau. Des
phénomeénes de cette nature ont été mis en
évidence par Xiong et Kinsella (1991) sur
des caillés acides. Par ailleurs, on sait que les
tailles de globules gras sont largement héré-
ditaires (Mulder et Walstra, 1974) et nous
avons pu observer sur quelques vaches

issues du méme pére que la taille des glo-
bules gras des laits BA2A semble en
moyenne plus grande que celle des laits
BBB (résultats non présentés). Ces derniers
résultats sont cependant a considérer avec
précaution, des examens plus approfondis
sur un plus grand nombre d'échantillons
seraient nécessaires avant de généraliser ces
données.

La répartition des variants des caséines et
de leurs associations est trés différente selon
les races. La race Normande se distingue en
particulier d'autres races laitiéres par une
fréquence élevée des variants K-Cn B et ~-
Cn B. On peut donc penser que les fromages
fabriqués avec du lait de vaches Normandes
sont différents de ceux qui sont fabriqués
selon la méme technologie avec du lait de
vaches d'autres races. Des essais réalisés
avec des laits de mélange de vaches de
méme haplotype transformés  dans des
conditions fromagéres plus proches de celles
pratiquées en Normandie seraient néces-
saires pour valider les résultats de notre
étude. Il serait alors intéressant d'expliciter
par des analyses plus fines des laits et des
fromages (en particulier:  minéralisation,
structure de la matiére grasse et lipolyse)
les différences observées de qualité des fro-
mages mais aussi d'évaluer, par l'analyse
sensorielle, les aspects gustatifs.
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