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Abstract — Casein micelle solvation and fractal structure of milk aggregates and geMilk gela-

tion by combined action of acidification and rennetting constitutes the first stage of cheese making.
The effects of pH on rennetting milk are studied in natural milk, pH 6.58 (the initial pH) to pH 5.60.
The methodology used to study the structure of aggregates and gels is based upon the fractal theory.
A relationship is observed between the hydration of casein particles, the structure of milk aggre-
gates and gels, and the rheological properties of gels.

casein / fractal / gelation / milk / solvation

Résumé— La coagulation du lait, induite par action conjuguée d'un agent acidifiant et d'une enzyme
protéolytique, représente la phase initiale de fabrication de la grande majorité des fromages. L'influence
du pH du lait a 'emprésurage est étudiée de pH 6,58, pH initial du lait, a pH 5,60. Une méthodolo-
gie basée sur la théorie des fractales est utilisée pour la caractérisation de la structure des agrégats et
des gels. Une relation est mise en évidence entre I'hydratation des particules caséiniques, la structure
des agrégats et des gels de lait, et les propriétés rhéologiques des gels.

caséine / fractale / gélification / lait / hydratation
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1. INTRODUCTION formation des agrégats. La structure frac-
tale des agrégats caséiniques [3, 12] et des

La fabrication de la quasi totalité des fro-gels correspondants tendrait a corroborer
mages repose sur une étape initiale de cocette hypothese [3-6, 20].
gulation mixte du lait résultant de I'action  La théorie des fractales est particuliére-
d’'un agent acidifiant et d’'une enzyme pro-ment appropriée pour caractériser des struc-
téolytique. L’acidification du lait induit une tures apparemment désordonnées comme
régression de I'ionisation des fonctionscelles des agrégats colloidaux ou des gels
acides des caséines, ce qui réduit le potentiprotéiques mais aussi des rivages cotiers ou
de surface des particules caséiniques, audes nuages. La géométrie classique eucli-
mente la solubilité des sels phosphocalciquedienne, permettant de définir une ligne (de
et, a basse température, entraine la dissdimension 1), un plan (de dimension 2) ou
ciation des caséines colloidales. La protécun volume (de dimension 3), atteint ses
lyse de la caséine en périphérie des parti- limites quant a la description de tels objets
cules caséiniques, est obtenue par acticconsidérés plutét comme des « imperfec-
enzymatique et conduit a la libération, dantions » de formes géométriques classiques.
le sérum, du caséinomacropeptide, portelLes structures fractales présentent en outre
d’'une charge négative. Schématiquemenune propriété dite d’invariance d’'échelle,
ces 2 modes de coagulation entrainent lou d’autosimilarité, quelle que soit I'échelle
réduction du potentiel zé&ta et 'altérationd’observation pour des objets mathéma-
structurale de I'enveloppe protéique detiques, ou dans un domaine de validité res-
micelles de caséines. Il en découle une pertreint pour des objets réels. La description de
de stabilité de ces particules, par diminutiorces structures a nécessité I'introduction d’un
des forces de répulsion électrostatique et stparametre permettant de quantifier leur
rique, a I'origine de l'induction de I'agréga- degré d’irrégularité, la dimension fractale
tion, puis de la gélification du systéme. (D). Ce nombre correspond a la dimension
topologique additionnée d’'une fraction cor-

enzymatique est généralement réalisée Slr,espondalrllt zli5|a masse de l'objet dans
un lait dont le pH est préalablement ajusté espace [14, i ] o

une valeur définie, caractéristique du type d  Dans une étude précédente, nous avons
pate a fabriquer. Selon l'importance accor€tudié la formation des agrégats caseiniques
dée a I'une des 2 voies, le coagulum formpar voie acide [25] par application d’'une
aura une aptitude fromagére Spécifiquem?thpdmogle basée sur I'utilisation de la
Ainsi, 'emprésurage du lait s'effectue géné-théorie fractale.

ralement entre pH 6,00 et 6,70 pour les pate Cette démarche est poursuivie, dans ce
fraiches, pH 6,45 et 6,50 pour les patetravail, afin d’acquérir de nouveaux élé-
molles, pH 6,55 et 6,70 pour les pates presments de compréhension des mécanismes
sées, et enfin entre pH 6,60 et 6,75 pour led’agrégation et de coagulation du lait par
pates dures [16]. Toute modification du pHvoie combinée, acide et enzymatique.

initial du lait conditionne directement les

modalités des traitements ultérieurs au coul

de I'égouttage, du salage et de l'affinage e 2. MATERIEL ET METHODES
détermine les caractéristiques finales du frc

mage, en particulier les propriétés structu 2.1. Préparation des laits

rales et mécaniques [19]. a taux variables de caséines

En technologie laitiére, la coagulation

Peu d’informations sont disponibles sur  2.1.1. Lait standard
la formation des gels de lait et sur les méce
nismes mis en jeu. L'organisation de ce typt  Le lait est reconstitué par dissolution de
de gel, dit particulaire, serait dictée par 1e12 % (p/v) de poudre de lait basse température
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(Ingredia, Arras, France) dans de I'eau di
tillée. Afin d’éviter tout développement bac
térien, 0,02 % d'azoture de sodium (NaN
sont ajoutés. Le lait reconstitué est laissé
repos, au minimum 12 h a 4 °C, avant util

Poudre de lait

!

+ eau distillée:
Reconstitution du lait
Repos 12 ha4°C

sation.
2.1.2. Concentration du lait standard Lait initial
+ GDL
_ L’_étude fra_ctale des gels imp_lique I'uti- Stabilisation
lisation de laits a 3 concentrations casé 20h 2 30°C

niques différentes. La concentration du lg
standard étant de 34,6 g de caséines pal
de lait, 2 autres concentrations égales a 5
et 80,6 g de caséines par kg de lait ont ¢ Ultrafiltration
obtenues par ultrafiltration du lait standart Y L ]

Lait & pH stabilisé

ermdéat d’ultrafiltration

2.1.3. Dilution du lait standard 2 pH stabilisé

L'étude de I'agrégation des particule
caséiniques est réalisée sur une dilution
50° de lait standard, acidifié ou non. L:
figure 1 résume les différentes étapes !
préparation des dilutions de lait destinées
I'étude de I'agrégation par addition de pre + présure
sure a différents pH de départ stabilisé
Afin d’éviter toute modification de I'envi-
ronnement physico-chimique des micelle
de caséine, le perméat d'ultrafiltration duFigure 1. Préparation des échantillons de lait

Iaflt est .Utllls.e comme “.“"'e“ de .d,'lunon‘ dilué pour la mesure de la dimension fractale des
L'ultrafiltration des laits acidifiés par agregats caséiques.

gluconod-lactone est réalisée sur un rno'Figure 1. Sample preparation for fractal dimen-

dule de 350 mL de capaqité, equipe d’u”'sion measurements of casein aggregates.
membrane YM100 (Amicon, Epernon,

France), possédant un seuil de coupure de
100 000 g-mot. Les ultrafiltrations sont

ilution:
Lait dilué a pH
stabilisé

| Agrégats caséiniqucs|

réalisées a température ambiante. 2.2.2. Emprésurage
o L’emprésurage est obtenu a partir de
2.2. Protocoles d'acidification dilutions d’un extrait de présure bovine a
et d'emprésurage 520 mg de chymosine active/L de présure

(Naturen, Chr. Hansen, Arpajon, France).
Pour chaque concentration caséinique du
substrat (34,6, 54,6 et 80,6 g de caséines par

de glucono3-lactone (GDL, Merck, Darm- kg de lait) et pour la d’llutlo\n au S@e lait
stadt, Allemagne). Le lait standard et lestandard, un rapport eggl adg (,je chy- .
rétentats sont acidifiés & 30 °C pendant 20 fOSine active/g de caséine a éte respecte.
par ajout de GDL, en quantités définies, Dans tous les cas, 'emprésurage est réa-
selon la valeur du pH a atteindre avantisé aprés 20 h d'incubation a 30 °C des dif-
emprésurage (Tab. I). férents laits. Le pH, défini par addition de

2.2.1. Acidification

L’acidification est réalisée par hydrolyse
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Tableau I. Concentrations (g en glucono3-lactone permettant d’obtenir laits et rétentats a
pH contrélés aprés 20 h de repos a 30 °C.

Table I. GDL concentrations (g to acidify milk and retentate to defined pH values at 30 °C.

Valeur du pH controlé Lait initial Rétentat 1 Rétentat 2
(34,6 g cas-tllait) (56,9 g cas-tllait) (85,0 g cas-t!lait)

6,58 0,0 0,0 0,0
6,35 / 1.3 1.4
6,20 15 / /
6,00 2,6 3,5 4,3
5,80 3,9 / /
5,60 53 7,3 8,3

GDL (Tab. I) est alors stabilisé avant lempré- 2.3.4. Détermination des paramétres

surage. viscoélastiques des gels
Des mesures en mode harmonique a
2.3. Méthodes physico-chimiques faible déformation ont été effectuées afin
de déterminer les modules dissipddf,, et
2.3.1. Mesure du pH conservatif,G’, des différents gels caséi-

niques formés. Ces mesures d’'oscillations
Les mesures de pH (+ 0,02 unité pH) cmply\nam‘iques ont été réalis,ées avec un rhéo-
été faite a l'aide d’un pH-meétre pHN-850 metr,e a contrainte |mpos,ee,.C,arr|—Med QS
(Tacussel, Villeurbanne, France). (Rhéo, Massy, France) équipé d'une géo-
métrie plan-coned= 2°,r = 3 cm) et piloté
par un logiciel permettant de travailler en
mode de déformation fixée. Afin de tra-
vailler dans la zone de viscoélasticité
linéaire, un déplacement angulaire de

Les différentes formes d’azote du lait etj0 mrad a été fixé, soit 28,6 % de déforma-
des rétentats ont été déterminées par n imposée.

méthode de micro-Kjeldhal [10].

2.3.2. Détermination du taux d’azote
dans le lait

Aprés ajout de la préparation coagulante,
i , 2,4 mL de lait & pH contrblé sont déposés sur
2.3.3. Mesure du degré d'hydratation | plan du rhéometre, préalablement ther-
des micelles de caséine mostaté a 30 °C (+ 0,2). L’ensemble plan-
cOne est placé dans une enceinte saturée en
La séparation des phases soluble et micetau afin d’éviter la déshydratation de
laire des échantillons de lait a pH controlé d&échantillon. Les mesures rhéologiques sont
été obtenue par ultracentrifugation a 75§00 réalisées apres 6 h de formation des gels.
pendant 2 h & 30 °C a I'aide d’'une ultra-
centrifugeuse (L5-50, Beckmann Instru-  2.3.5. Détermination de la dimension
ments, Palo Alto, CA, USA). La teneur en fractale des agrégats caséiniques
eau des culots d'ultracentrifugation a été
déterminée a partir de la mesure de leur La dimension fractalelY) des agrégats
extrait sec [9]. de micelles de caséine a été déterminée par
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diffusion statique de la lumiére. CetteCes expérimentations sont réalisées a 30 °C
méthode est basée sur la mesure de la valesur des échantillons de lait ayant subi une
moyenne de l'intensité de la lumiére diffu- pré-acidification suivie d’'une dilution et
sée par les agrégats caseiniqiea, diffe-  d’'un emprésurage (Fig. 1). La période opti-
rents angles de détectiéncaractérisés par male de détermination de la dimension frac-

le vecteur d’ond& (nnT?) : tale des agrégats est déterminée par suivi
paralléle de la courbe d’absorbance de
Q= am - sin (i) (1) l'agrégation caséinique selon la méthode

A 2 mise au point par Horne [12]. Ainsi, la

avecn, indice de réfraction de la phase contimesure doit étre réalisee sur des agrégats

nue, ), longueur d’onde de la source lumi-de taille suffisante (supérieure gifn) et
neuse dans le vide (nm). avant sedimentation de ces agrégats, donc

L’intensité diffusée par des agrégatsavant la chute d'absorbance [24, 25].

contenus dans un volume fini, ne dévelop-
pant aucune interaction entre eux, est défi-
nie par la relation suivante :

2.3.6. Détermination de la dimension
fractale des gels caséiniques

La dimension fractale des gels caséi-
1(Q= 5 NM)-M2.5,(Q () niquesD, est obtenue a partir de la pepte,
de la représentation log-log du modGleen
avecN, nombre d’agrégatsVl, masse fonction de la concentration caséinique. Des
d'agrégatsy,, facteur de structure des agré-différents modéles de détermination de la
gats §, < 1 et fonction du rayon de gira- dimension fractale & partir gde le modéle

tion de I'agrégatRg). de Bremer et al. [5] est choisi, représenté
Afin de rester dans le domaine de vali-par I'équation :

dité fractal, les agrégats observés doivent D= 3u—-3 (5)

avoir une taille suffisamment importante u

telle queQ-Rg>> 1. Dans ce cas, pour des

fractales de masse, le facteur de structure 3
suit la relation suivante 3. RESULTATS ET DISCUSSION

D 3.1. Degré d’hydratation des micelles
QBQ ®) de caséine en fonction du pH
et 'équation (2) devient :
L'évolution du degré d’hydratation des
1(QOQ™P (4) particules caséiniques avec le pH, de pH
) ) 6,58 a pH 5,60, met en évidence 2 phases
avecD, dimension fractale de masge< 3). (Fig. 2). La premiére se situe de pH 6,58 &
L'appareil utilisé est un granulozétamétre6,00-5,80 et correspond a une diminution
Malvern Zetasizer Ill (Malvern Instruments, du degré d’hydratation de 2,70 a 2,24 g
Worcestershire, Royaume-Uni) muni d’'und’eau/g de caséine. La seconde, jusqu’a
faisceau laser He-Ne de 5 mW de puissangsH 5,60, traduit une reprise en eau solvante
et de 633 nm de longueur d'onde. L'intensitéle la structure micellaire. Des résultats sem-
lumineuse diffusée par les agrégats est relélables ont été obtenus également a 20 °C [7,
vée entre 110 et 50 degrés par rapport &8 11, 21-23]. A 30 °C, un tel profil est mis
faisceau incident, pendant 5 s & chaque angi évidence dans la littérature avec un déca-
[18, 25]. La pente de la partie linéaire de ldage vers des valeurs de pH supérieures, le
représentation log-log de lintensité diffu- minimum étant a pH 6,40 environ [8]. La
sée en fonction du vecteur d’onde corresdiminution initiale du degré d’hydratation
pond & la dimension fractale des agrégatsies micelles de caséine peut étre attribuée a
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. . ) ] . Figure 3. Evolution de la dimension fractale des
Figure 2. Evolution du degré d’hydratation des agrégats caséiniques en fonction de la valeur du
particules caseéiniques en fonction du pH du laipH du lait lors de 'emprésurage a 30 tG=(5).

a30°C0=3). Figure 3.Fractal dimension of casein particles as
Figure 2. Hydration of casein particles as a func-a function of milk pH at renneting at 30 °C
tion of milk pH at 30 °Crf = 3). (n=5).

la contraction de I'enveloppe protéique sous 3.3. Viscoélasticité des gels de lait
I'effet d’'une neutralisation des charges et en fonction de la valeur du pH
d’'un accroissement des interactions pro- a 'emprésurage
téiques. En deca de pH 5,8, 'augmentation
de I'hydratation des particules caséiniques | es spectres mécaniques des gels de lait,
serait une consequence de la solubilisatioformés aux concentrations caséiniques de
des minéraux colloidaux et d’'un accroisses4. 6, 54,6 et 80,6 g de caséines par kg de
ment des interactions eau-protéines [1, 2]jajt, sont présentés en figure 4. Le tableau Il
précise les valeurs des modufg’s G” et
de la tangente de perte, taiiG”/G’), du
3.2. Dimension fractale des agrégats gel présure et des gels obtenus par action
caséiniques en fonction de de la présure sur des laits pré-acidifiés a
la valeur du pH & I'emprésurage  pH 6,35, 6,00 et 5,60 pour la concentration
caséinique standard (34,6 g-Kg

Les valeurs de dimension fractale des Sur les gammes de pH et de concentra-
agrégats, représentées en fonction du pH dion caséinique étudiées, les valeur&det
milieu a I'emprésurage, de pH 6,20 a pHG” sont maximales a pH 6,00 alors que la
5,60, fluctuent entre 2,34 et 2,39 (Fig. 3)tangented est minimale, en accord avec des
L'écart observé entre chaque valeurle travaux précédents [17, 19, 26]. L’hydrata-
est significatif p < 0,05) excepté pour les tion des particules caséiniques minimale
échantillons a pH 5,80 et 6,00. La dimen-dans cette zone de pH refléte un encombre-
sion fractale minimale, observée dans lanent stérique des particules réduit. Dans ce
zone de pH 5,80-6,00, correspond aux agr&as, le nombre de liaisons interparticulaires
gats dont la structure est la plus poreuse. &ffectives tendrait & augmenter, ce qui se
ce pH, les particules primaires constitutivesraduirait par une fermeté et un caractére
des agrégats, i.e., les particules caséiniquedastique du gel supérieurs. La tangente de
ont une hydratation minimale ce qui sug-erte, réduite aux environs de pH 6,35-6,00,
gere effectivement, au sein d’une structurémplique un caractére élastique supérieur au
type agrégat, une porosité accrue. caractere visqueux et tend ainsi a confirmer
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Figure 4. Evolutions deG’ etG” en fonction de la fréquence pour des gels de lait purement enzy-
matique (A), et des gels formés par action de la présure sur des laits pré-acidifiés a pH 6,35 (B),
6,00 (C) et 5,60 (D) a 3 concentrations caséiniques différentes :@4B)( 54,6 @, (), 80,6

(A, A) g de caséines par kg de lait. Les gels sont formés en 6 h & 30 °C.

Figure 4. Variations ofG’ andG” as a function of frequency for renneted milk gel (A), acidic and
renneted milk gels at pH 6.35 (B), 6.00 (C), 5.60 (D) for 3 casein concentration®@32)5 64.6
(m, ), 80.6 @&, A) g casein per kg of milk. Ageing time 6 h at 30 °C.

la formation plus importante de liaisons dangaséinique du lailC (Fig. 5). Les valeurs
cette zone de pH. de I'exposani sont respectivement de 4,32,
3,35, 2,94 et 3,74 pour les gels formés a
t PH 6,58, 6,35, 6,00 et 5,60. La détermination
de la dimension fractale, a partir dgoeut
Atoutes les valeurs de pH étudiées, unétre obtenue par différents modeles [4-6,
relation linéaire de typ@&’ 0 CHest obser- 20]. Le modele de Bremer et al. [5] a
vée entre le modul@’, et la concentration été choisi pour la concordance du facteur

3.4. Dimension fractale des gels de lai
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Tableau Il. Modules conservatif’), dissipatif avecg, fraction volumique ou concentration

(G”), et tangente de perte (tdnde gels de lait particulaire eD, dimension fractale du gel.
présure et de gels formés par emprésurage de

laits pré-acidifiés a pH 6,35, 6,00 et 5,60. Les Les valeurs d® varient de 2,31 pour un
gels obtenus & 30 °C sont agés de 6 h (1 Hzgel purement enzymatique, a 1,98 pour un
10 mrad)n=3. gel enzymatique a pH 6,00 (Fig. 6). Ainsi,
Table II. Viscoelastic moduliG’ andG” and les gels formés a pH 6,00 ont la structure la
loss tangent (tad) of renneted and acid rennetedplus poreuse, de fagon équivalente a la struc-

milk gels at pH 6.35, 6.00 and 5.60. Gels argre poreuse des aaréaats formés a ce pH.
formed at 30 °C and aged for 6 h (1 Hgz; P greg P

10 mrad)n= 3.

pH du lait 4. CONCLUSION
al'emprésurage G’ (Pa) G” (Pa) tand

L'ensemble des résultats obtenus dans

6,58 23 7 030 ce travail permet de mettre en relation
6,35 7 19 025 phydratation des particules caséiniques a la
6,00 94 24 0,26

structure des agrégats et des gels (Fig. 7).

Il ressort en particulier que la variation
initiale d’hydratation des particules pri-

température qui s'avére prépondérant dar@aires, ie., d_es particules caséiniques, se
la formation des agrégats et des gels de IdigPercute au niveau de la structure des agre-
[24, 25] ainsi que pour la similitude des9atS Puis des gels de lait. Ainsi, des parti-
valeurs deu (égale a 4,6 au pH naturel ducules moins volumineuses a I'état initial
lait et & 4,32 dans nos conditions expériinduisent la formation d'agrégats puis d'un
mentales). La dimension fractale des gels §€' PIUS poreux. Parallelement, le compor-
pu étre déterminée d’aprés le modele sutément mecanique des gels apparait lie a la

5,60 61 18 0,29

vant : variation de la structure macroscopique.
GO ©6) Cette étude montre que la valeur du pH
¢ 3_D du lait a I'emprésurage influence non
4
] 23 Figure 5. Représentation log-log du

moduleG’ en fonction de la concen-
tration caséinique du laig, d'un gel

de lait présure (O) et de gels formés
par emprésurage d’'un lait stabilisé a
pH 6,35 &), 6,00 (+) et 5,60 (-).
5] (30 °C, gels agés de 6 h, fréquence
x 1 Hz, déplacement angulaire 10 mrad).

Figure 5. Log-log relationship
between the modulu§’, and the milk
casein concentratiof, of a renneted
gel (O), and acid renneted milk gels, at
1 T T y y pH 6.35 §), 6.00 (+), 5.60 (). (30 °C,

' ' ' ' ' 6 h ageing time, 1 Hz frequency,
log C 10 mrad angular displacement).
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niques du lait, des particules de caséines, dgg]
agrégats et des gels en fonction du pH a 30 °C.
Figure 7. Schematic view of some physical and
chemical parameters of casein particles, aggre-
gates and gels as a function of pH at 30 °C.  [10]

(11]
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ment les propriétés structurales et rhéolo-
giques des gels formés.
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