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Résumé

Les traitements thermiques appliqués au lait de fagcon courante causent des modifications
indésirables. Le but de ce projet était d’acquérir des connaissances sur 1’effet du traitement
d’¢électroréduction sur les modifications encourues par le lait lors d’un traitement

thermique.

L’¢évaluation des cinétiques de coagulation par la présure a démontré que le temps de prise
des gels de lait électroréduit est inférieur a celui des gels de lait dégazé ou témoin, alors que
I’indice de fermeté est supérieur. Les analyses physicochimiques démontrent que le lait

¢lectroréduit possede la concentration en thiols la plus élevée.

L’ ¢tude du temps de coagulation par la chaleur montre que la stabilit¢ thermique du lait
¢lectroréduit, a pH supérieur a 6,90, est jusqu’a 5 fois supérieure a celle du témoin. De plus,
les laits électroréduit et dégazé, chauffés a 140 °C, ont une concentration en thiols plus

¢levée que le lait témoin.



Abstract

Common heat treatments applied to milk cause undesirable modifications. The goal of this
project was to gain knowledge on the effect of an electroreductive treatment on heat-
induced modifications in milk. The evaluation of rennet coagulation kinetics showed that
the lagtime of electroreduced milk is lower than that of degassed or reference milk gel,
whereas firmness is higher. Physico-chemical analyses show that electroreduced milk also
has a higher thiol concentration. The study of heat coagulation time shows that
electroreduced milk thermal stability, with pH higher than 6,90, is up to 5 times higher than
that of the control. Moreover, electroreduced and degassed milks, heated at 140 °C, have a

higher thiol concentration than reference milk.



Avant-propos

Ces travaux s’inscrivent dans le cadre d’un projet subventionné par I’action concertée
Nateq-Novalait-MAPAQ, volet production et la transformation laitiere, en collaboration
avec Agriculture et Agroalimentaire Canada et portant sur la régulation électrochimique du
potentiel redox du lait. L’axe de recherche qui m’était assigné était ’étude du

comportement a la chaleur du lait ayant subi un procédé d’électroréduction.

Tout d’abord, I’aptitude a la coagulation par la présure et a la transformation fromagere des
laits électroréduits chauffés a basse température a été déterminée. Ensuite, la stabilité
thermique des laits électroréduits chauffés a haute température a ét¢ déterminée. Ce
mémoire regroupe les résultats obtenus qui ont mené a la présentation d’un exposé et de

deux affiches lors de colloques nationaux.

Cependant, ces travaux n’auraient pas été aussi efficaces sans la contribution de

nombreuses personnes dont le savoir-€tre et le savoir-faire méritent d’étre soulignés.

Tout d’abord, je tiens a remercier mon directeur le Dr Yves Pouliot pour son soutien
constant lors de ces travaux. Ses courriels remplis de calme et de sagesse m’ont été¢ d’un

grand secours dans les moments d’incertitude.

Je tiens ensuite a exprimer ma profonde reconnaissance a mon co-directeur, Dr Michel
Britten, pour sa rigueur scientifique et son encadrement rigoureux lors de la réalisation des

blocs expérimentaux.
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et Michel Britten. J’exprime toute ma gratitude a Sophie Turcot, Annie Caron, Nathalie
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c’est qu’on y apprend a apprendre.
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Introduction générale

L’industrie laiticre s’impose dans 1’économie agroalimentaire canadienne en tant que
quatriéme secteur d’activité en importance, apres les grains, les viandes rouges et
I’horticulture (CCIL, 2006). Le secteur de la transformation, qui soumet le lait a différents
procédés technologiques, utilise plus de 62 % du 7,5 milliards de litres de lait produit
(CCIL, 2006). Toute amélioration des procédés de transformation peut avoir des

répercussions intéressantes du point de vue économique.

Le principal procédé industriel appliqué au lait est un traitement thermique qui a pour
objectifs la santé publique et la qualité du produit. Cependant, les traitements thermiques
causent de nombreuses modifications indésirables. Parmi celles-ci, notons la
polymérisation des protéines, le brunissement non-enzymatique et la coagulation
(van Boekel, 1998). Ces changements affectent négativement les propriétés nutritionnelles,
organoleptiques et technologiques des produits. De plus, plusieurs des réactions néfastes
sont des réactions d’oxydation mais les transformateurs disposent de peu de moyens pour

les maitriser ou les controler.

Pour limiter les effets dommageables du traitement thermique, le contrdle du pH et de la
disponibilité du calcium ont été proposés (Singh et Creamer, 1992). Par ailleurs, puisque la
stabilité a la chaleur du lait est influencée par des phénoménes d’oxydation des protéines,
d’autres proposent de controler I’activité oxydoréductrice des produits par 1’ajout d’additifs
(Halliwell et al., 1995). Cependant, I’usage d’additifs est mal percu par les consommateurs

et demeure strictement réglementé.

Comme autre avenue, il est possible de moduler le potentiel d’oxydoréduction du lait pour
créer un milieu réducteur défavorisant les réactions d’oxydation selon un procédé
d’¢électrolyse @ membrane. Les compartiments anodiques et cathodiques de la cellule
d’¢lectrolyse sont séparés par une membrane cationique. Les réactions qui surviennent a la
surface de la cathode sont responsables de la réduction des especes actives et de

I’abaissement du potentiel d’oxydoréduction du lait.



Toutefois, les applications de 1’¢électrolyse a membrane dans le secteur laitier sont encore
limitées. Les seuls travaux exploitant 1’électrolyse pour moduler la concentration en
oxygene, le potentiel d’oxydoréduction ou I’état des especes électrochimiquement actives
sont ceux de Bazinet et collaborateurs (Bazinet et al., 1997) qui avaient pour objectif la

réduction des ponts disulfures de la B-lactoglobuline.

En conséquence, le développement d’une technologie d’électrolyse & membrane appliquée
a I’¢lectroréduction du lait représente une approche novatrice et prometteuse pour le
contrdle de la stabilité du lait a la chaleur. Elle vise a minimiser les impacts négatifs des

traitements thermiques appliqués de fagon courante au lait et aux produits laitiers.



Chapitre 1 Revue de littérature

1.1 Lait

Le lait est un milieu réactionnel complexe dont le role premier est de satisfaire tous les
besoins nutritionnels du nourrisson. Il contient principalement des glucides, de la matiére
grasse, des protéines et des sels minéraux. D’autres constituants se retrouvent dans le lait
sous forme de traces tels que les vitamines, les enzymes et les gaz dissous. La composition
détaillée du lait est donnée a la section 1.1.1. Le pH naturel du lait se situe entre 6,6 et 6,8

et il est grandement influencé par sa composition.

Le lait se présente sous la forme d’une émulsion de particules de gras dans un
environnement aqueux. Les principales protéines laitieres sont les caséines qui se
présentent sous la forme d’une dispersion de petites particules colloidales (<300 nm)

nommeées micelles.

1.1.1 Composition du lait

Les constituants majeurs du lait de vache sont présentés au Tableau 1.1. De ceux-ci, les
protéines présentent un intérét tout particulier car ce sont les responsables majeures des
propriétés technologiques du lait. Les protéines représentent 95 % de la mati¢re azotée du
lait et peuvent étre départagées en deux groupes: les cas€ines et les protéines du
lactosérum. L’azote non-protéique est composé de substances diverses telles que 1'urée,

I’ammoniac, 1’acide urique, des acides aminés libres, des peptides, etc.



Tableau 1.1 Composition générale du lait de vache (Amiot et al., 2002).

Variations limites (%) Valeur moyenne (%)
Eau 85,5-89,5 87,5
Maticre grasse 2,4-5,5 3,7
Protéines 2,9-5.0 3,2
Glucides 3,6-5,5 4,6
Minéraux 0,7-0,9 0,8

Constituants mineurs  Enzymes, vitamines, pigments, cellules diverses, gaz dissous

1.1.1.1 Caséines

Les quatre principales caséines qui existent naturellement dans le lait sont les caséines o,
as, B et k. Les caséines Yy sont, pour leur part, des fragments peptidiques issus de la
dégradation de la B-caséine par la plasmine. Les caséines se distinguent par leur faible
solubilité a pH 4,6 et elles sont différenciées sur la base de la distribution des charges et de
la sensibilité a la précipitation par le calcium. Leurs caractéristiques physicochimiques sont
présentées au Tableau 1.2. Elles partagent un facteur de composition commun puisque ce
sont des protéines conjuguées, la plupart avec des groupements phosphate estérifiés a des
résidus sérine. Les sites phosphoséryls sont souvent regroupés, créant des zones
hydrophiles dans leur chaine (Brulé et al., 1997). La capacité des cas€ines a fixer le calcium
diminue dans lordre o>04>P>K, correspondant a leur contenu décroissant en
phosphosérine. Le groupe phosphate des résidus phosphosérine constitue le principal site

de liaison du calcium (Rollema, 1992), contribuant a la structure de la micelle.



Tableau 1.2 Caractéristiques physico-chimiques des caséines (Brulé et al.,1997).

Caséine 0y Caséine 0> Caséine 3 Caséine K
Résidus d’a.a.* 199 207 209 169
Poids moléculaire (Da) 23 600 25200 24 000 19 000
Résidus cystéine* - 2 - 2
Groupement phosphoséryls*  8-9 10-13 5 1-2
Glucides - - - +
Sensibilité a la chymosine + - + +++
Sensibilité au calcium ++ +++ - -

*nombre par mole

La forte présence de résidus proline induit des coudes dans la chaine qui empéchent la
formation d’une structure secondaire serrée et ordonnée. De plus, 1’absence de structure
tertiaire est responsable de la grande résistance a la dénaturation thermique de ces

protéines.

1.1.1.1.1 Caséine k
Certes, la caséine la plus étudiée est la caséine k (k-CN), probablement a cause de son

importance dans la stabilité de la micelle et de son rdle en transformation laitiére. La
caséine K se différencie des autres caséines par sa grande sensibilité a la chymosine, son

peu d’affinité pour le calcium et la présence de résidus glucidiques.

La «-CN favorise la stabilit¢ de la micelle de deux fagons. Tout d’abord, prises
individuellement et en présence de calcium, les caséines 04, O sont insolubles et la
caséine B n’est soluble qu’entre 0-4 °C. L’association de ces caséines avec la caséine K est
une condition essentielle a leur dispersion en présence de calcium (Holt et Horne, 1996).
Ensuite, la k-CN posséde deux régions qui sont séparées lors de 1’hydrolyse du lien Phe;s-
Metjp¢ par la chymosine. La partie N-terminale se nomme para-k-CN et est de nature
hydrophobe. Elle demeure attachée a la micelle. La partie C-terminale de la k-CN est le
cas¢inomacropeptide (CMP), de nature hydrophile et chargée négativement. La partie CMP
de la k—CN s’¢étend dans le sérum et forme le chevelu micellaire d’une épaisseur de 5 a

10 nm (Dalgleish, 1998). Ce dernier participe a la stabilisation des micelles par répulsion
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¢lectrostatiques et stériques (Brulé et al., 1997; Holt et Horne, 1996; Lucey, 1995; Fox,
1993). La protéine qui perd le chevelu micellaire par hydrolyse n’a plus la capacité de

stabiliser les autres caséines (Amiot ef al., 2002).

La k—CN est également la seule caséine a avoir des résidus glucidiques dans sa constitution
(Brulé et al., 1997; Fox et Mulvihill, 1982). La nature et I’emplacement de ces glucides
sont responsables de I’hétérogénéité de sa structure. La glycosylation n’a pas de role
spécifique mais renforce le caractére hydrophile de la partie C-terminale en plus

d’augmenter 1I’encombrement stérique a la surface de la micelle.

1.1.1.2 Protéines du lactosérum

Les autres protéines du lait sont présente dans le lactosérum. Les protéines sériques sont
définies comme étant les protéines solubles présentes dans le lactosérum suivant la
précipitation des caséines a pH 4,6 a 20 °C. Les protéines sériques englobent une premicre
fraction protéique (80 %) composée de B-lactoglobuline (B-LG), d’ a—lactalbumine (a-LA),
d’albumine de sérum bovine (BSA) et d’immunoglobulines, et une deuxiéme fraction non

protéique (20 %) composée de protéoses peptones et de composés azotés (De Wit, 1981).

1.1.1.2.1 p-lactoglobuline
Les deux principales protéines sériques sont la B-LG et I'a-LA. A elle seule, la B-LG

représente 50 a 60 % des protéines du lactosérum (Amiot et al., 2002). Cette protéine est
hautement nutritive puisqu’elle contient tous les acides aminés essentiels. Certains auteurs
ont démontré la capacit¢ de la B-LG a lier I’acide rétinoique ou certains ligands
hydrophobes tels que les vitamines liposolubles et les acides gras. Cependant, la fonction

biologique réelle de la protéine demeure inconnue (Kontopidis et al., 2002).

La structure primaire de la B-LG, qui possede un poids moléculaire de 18 362 Da, est
composée de 162 résidus d’acides aminés dont la séquence est donnée a la Figure 1.1. Il
existe plusieurs variants génétiques de cette protéine, les plus communs étant le A et le B
qui se différencient par les résidus d’acides aminés en position 64 (aspartyle et glycyle

respectivement) et 118 (valyle et alanyle respectivement) (Morr et Ha, 1993).



1 1 21 31
LI vVTQTMEKGLDI QKVAGTTWSLAMAASDI SLLDAQSAPLR
41 51 61 71
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Figure 1.1 Structure primaire de la B-lactoglobuline A (Adapté de Walstra et Jenness,
1984).

La structure secondaire de cette protéine contient environ 50 % de feuillets , 15 %
d’hélices a et 30 % d’enroulements au hasard, tel qu’illustré a la Figure 1.2 (Sawyer et
Kontopidis, 2000). Quatre des cinq résidus cystéine forment des ponts disulfures (S-S), 66-
160 et 106-119, pour stabiliser la structure. La Cysj; exhibe donc un thiol libre libre
pouvant induire des réactions d’échange SH/S-S intra et intermoléculaires et qui est
responsable de la formation d’agrégats lors du chauffage (Sawyer et al., 2002). Le premier
pont disulfure, impliqué dans le maintien du cceur hydrophobe, est faiblement accessible et
donc peu réactif comparativement au second (Cayot et Lorient, 1998). La B-lactoglobuline,
trés compacte de par sa structure, est trés résistante a 1’hydrolyse, propriété conférée par
I’action stabilisante des deux ponts disulfures (Papiz et al., 1986), ce qui en fait une
protéine qui résiste a 1’hydrolyse gastrique. Selon les conditions du milieu, la structure

quaternaire de cette protéine prend différentes formes.

Figure 1.2 Structure tridimensionnelle d’un monomere de la B-lactoglobuline A. Source :
Protein Data Bank (Qin et al., 1998).



Le point iso¢lectrique de la B-LG du lait des ruminants est 5,2 (Kinsella et al., 1989) et la
conformation de cette protéine est affectée par les variations de pH. Au pH naturel du lait
(pH 6,8), la B-LG se retrouve principalement sous forme de dimére. A mesure que le pH
diminue, les diméres tendent a se polymériser en octomeéres de 147 kDa (Verheul et al.,
1999), mais a pH<3,5, les dimeres se dissocient en monomeres par répulsions
électrostatiques. A pH 7, un dépliement partiel de la structure de la protéine entraine un
changement de conformation. L’exposition du groupement carbonyle du résidu Glusy,
favoris¢é a pH ¢élevé, serait responsable de ce changement de conformation, appelé la
transition de Tanford (Qin et al., 1998). A pH>8, les molécules partiellement dénaturées
par la transition de Tanford s’associent de mani€re irréversible par I’établissement de ponts
disulfures intermoléculaires qui peuvent mener a I’agrégation des protéines (Verheul et al.,

1999).

La température influence également la structure tridimensionnelle de la B-LG. Bien que la
B-LG se retrouve principalement sous forme de diméres au pH naturel du lait, les dimeres
se dissocient en monomeres lorsque la température atteint environ 65 °C. Au-dela de cette
température survient un dépliement de la structure qui provoque la dénaturation irréversible

de la protéine (Sawyer et al., 2002).

En plus des changements structuraux causés par la température et/ou le pH, des réactions
d’échange SH/S-S surviennent également selon 1’exposition du résidu thiol libre en position
121 (Cysiz21). Ces réactions sont impliquées dans le mécanisme de dénaturation de la B-LG,
de méme que dans sa gélification (Shimada et Cheftel, 1989) et sont favorisées a pH neutre
ou basique. A pH plus faible, I’augmentation de la température est nécessaire afin d’initier
le dépliement et le processus de dénaturation. La formation de ponts disulfures
intermoléculaires est a la base de la polymérisation irréversible ainsi que de la gélification

de la B-LG (Monahan et al., 1995).

1.1.1.3 Lactose
Le principal glucide du lait est le lactose, un disaccharide composé de o-D-glucose et de [3-
D-galactose, tel qu’illustré a la Figure 1.3. Puisque le carbone anomérique du glucose n’est

pas engagé dans le lien glycosidique, le lactose est un sucre réducteur pouvant réagir avec
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une protéine lors de la réaction de Maillard, détaillée a la section 1.4.3.3.2. Quoique le lait
contienne pres de 4,6 % de lactose, il n’a pas de golt sucré, le pouvoir sucrant du lactose
n’étant que de 22 par rapport au saccharose a qui une valeur de 100 est attribuée (Amiot et
al., 2002). Le lactose est utilis¢é comme substrat lors de la fermentation du lait par les
bactéries lactiques, phénomene a la base de produits fermentés tels que le fromage et le

yogourt.

I:lllﬂll I:II.UI'I
" H
oM H
0H
H oH H il
Galacrose Glucasa

Figure 1.3 Structure du lactose.

1.1.1.4 Minéraux

Les minéraux jouent un role important dans I’organisation structurale des micelles de
caséine. Les principaux minéraux présents dans le lait sont donnés au Tableau 1.3 et de
nombreux autres sont présents a 1’état de traces. Les minéraux sont répartis entre 1’état
soluble, sous la forme d’ions ou de sels, et 1’état colloidal, associés a la micelle de caséine.
De plus, les minéraux sont en équilibre entre les deux états. Tout particuliérement, le
phosphore et le calcium jouent un réle prépondérant dans le maintien de ’intégrité de la

micelle de caséine. Cet aspect sera approfondi a la section 1.2.3.3.

Tableau 1.3 Teneur de différents minéraux dans le lait (Amiot et al., 2002).

Minéraux Teneur (ppm) Minéraux Teneur (ppm)
Na 445 Ca 1180

Mg 105 Fe 0,5

P 896 Cu 0,1

Cl 958 Zn 3,8

K 1500 I 0,28
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1.1.1.5 Constituants mineurs

En plus des protéines, glucides, lipides, et minéraux, le lait contient des vitamines et des
enzymes. Les vitamines A, D, E et K sont liposolubles, ainsi se retrouvent-elle dans la
matiere grasse et peuvent Etre perdues lors de 1’écrémage. D’autres vitamines sont
hydrosolubles et se retrouvent dans le sérum. C’est le cas de I’acide ascorbique (C) qui s’y
retrouve en plus grande concentration a 2 mg/100 ml. La thiamine (B1), la riboflavine (B2),
la pyroxydine (B6), la cyanocobalamine (B12), la niacine, I’acidepantothénique, 1’acide

folique et la biotine (H) (Amiot et al., 2002).

De ces vitamines, ’acide ascorbique joue un rdéle important car non seulement est-ce la
vitamine présente en plus grande concentration mais c’est un agent anti-oxydant et un
stabilisateur du potentiel d’oxydoréduction du lait, tel qu’il sera démontré a la section
1.3.4.1. Des vitamines peuvent étre dégradées sous conditions oxydatives, c’est le cas des
vitamines C, B2, A et acide folique (Rada-Mendoza et al., 2002). Pour leur part, les pertes
en vitamines B12, A et E dépendent de la quantité d’oxygene dans le lait (Schrodes, 1982).

Le lait contient un certain nombre d’enzymes, dont certaines sont oxydoréductrices. C’est
le cas des enzymes lactate dehydrogénase, malate déhydrogénase, xanthine oxidase,
lactoperoxidase et sulphydryl oxydase (Walstra et Jenness, 1984). Leur role en relation

avec les réactions d’oxydoréductions du lait sera approfondi a la section 1.3.4.4.

Comme autre constituant mineur, le lait contient des gaz dissous. Le lait cru contient
environ 6 mg/L. d’oxygene; cette présence peut avoir un effet négatif sur les qualités

nutritionnelles du produit (Walstra et Jenness, 1984).

1.1.1.6 Variabilité de composition

La composition du lait de vache varie selon différents facteurs que sont 1’individualité, la
race, le stade de lactation, 1’alimentation, la saison et I’dge (Amiot et al., 2002).
Notamment, la saison posséde une grande influence sur la composition générale du lait, ce

qui peut avoir des conséquences directes en technologie laiti¢re.
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1.2 Micelle de caséine

1.2.1 Composition

La micelle de caséine renferme, en plus des différentes caséines et composants salins
présentés au Tableau 1.4, du lactosérum enchassé et les enzymes lipase et plasmine. La
micelle de caséine est constituée a 92 % des caséines 01, O, B et ¥ et le 8 % restant
correspond aux composants salins dont les deux plus importants sont le calcium et le
phosphore (Amiot et al., 2002). Les proportions exactes des constituants sont variables

selon I’influence sur la composition du lait des facteurs énumérés a la section 1.1.1.6.

Quoique la micelle de caséine soit passablement stable, il y a quatre fagons principales
d’induire I’agrégation. Ce sont ’utilisation d’enzymes protéolytiques, les conditions acides,

les traitements de chaleur et la gélification causée par le vieillissement.

Tableau 1.4 Composition générale de la micelle de caséine (Brulé et al., 1997).

Caséines (g/100g) Composants salins (g/100g)
Ols1 33 Calcium 2.9

Ols2 11 Magnésium 0,2

B 33 Phosphate inorganique 4,3

K 11 Citrate 0,5

0% 4

Total caséines 92 Total composants salins 8,0

1.2.2 Structure

La grande majorité des caséines sont présentes sous la forme de particules colloidales
nommeées micelles de caséine qui sont passablement stables. Les quatre principales fagcons
d’induire I’agrégation sont ’utilisation d’enzymes protéolytiques, les conditions acides, les
traitements de chaleur et la gélification causée par le vieillissement. Toutefois, la structure
exacte de la micelle de caséine fait encore 1’objet de spéculations. Il existe plusieurs
modeles de micelles de caséines dont le plus répandu est le modéle avec sous-unités de
Schmidt (1982). Cependant, le modele « a dualité des liens » de Horne (1998) tend a

vouloir s’imposer chez certains.
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1.2.2.1 Modele avec sous-unités

Le mod¢le avec sous-unités, présenté a la Figure 1.4, suggére que les sous-unités n’étaient
pas toutes de méme composition mais que certaines €taient plus riches en k-CN et étaient
situées en surface de la micelle. Finalement, Schmidt (1982) précisa que les sous-micelles

¢taient reliées par des agrégats de Cag(POq)e.

Dans le modele actuel, les micelles sont en fait composées de sous-unités comprenant de 10
a 100 molécules de caséines et nommeées sous-micelles. Les sous-micelles sont reliées entre
elles par des ponts phosphate de calcium. La composition des sous-micelles au centre et en
périphérie est différente. En effet, les caséines B et o sont plus présentes au centre de la
micelle et forment le cceur hydrophobe alors que la partie externe, davantage hydrophile,

est formée de caséine oy, 05 et kK (Amiot et al., 2002).

sous-micalle

-

pont ghosphate
de calcium

i caséines .
hydrephabes - t )f

: phesphate

Figure 1.4 Mode¢le de micelle de caséine avec sous-unités (Amiot et al., 2002).
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1.2.2.2 Modéle a dualité des liens

Un nouveau modele, nommé « a dualité de liens », a récemment été proposé par Horne
(1998). Ce modele est proposé pour remédier au manque d’un mécanisme plausible pour
expliquer I’assemblage, la croissance et la terminaison de la croissance des autres modéles,
tout en ¢étant conforme a la réaction des micelles suite a un changement de pH, de
température, d’addition d’urée ou de retrait de phosphate de calcium avec I’EDTA (Horne,
1998). Le modele propose deux voies de polymérisation pour 1’assemblage des micelles.
Ces voies sont la polymérisation de caséines individuelles via les régions hydrophobes des
caséines et le pontage grace au phosphate de calcium colloidal (CCP). La formation des
micelles est controlée par I’équilibre entre les forces d’attraction et de répulsion dans les
micelles, notamment les excés localisés d’attraction hydrophobe et les répulsions
¢lectrostatiques (Horne, 1998). La structure de la micelle selon le mode¢le a dualité des liens

est présentée a la Figure 1.5.

Lt M 5 A

it5z-CN wst-CN [-CN x-CN cCP

Figure 1.5 Structure de la micelle selon le modé¢le a dualité des liens (Horne, 1998).
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1.2.3 Caractéristiques physicochimiques de la micelle de caséine

1.2.3.1 Diameétre micellaire

Le diamétre de la micelle varie entre 50 a 600 nm et le diametre moyen est de 120 nm (Fox,
1993). Le rayon de la micelle de caséine est inversement proportionnel au contenu en
caséine ¥ (Horne ef al., 1997). En effet, les plus petites micelles renferment de plus fortes
proportions de caséine K en raison du ratio surface-volume élevé des petites micelles (van
den Berg et al., 1992). Quoique le contenu en calcium et en phosphore micellaire augmente
avec I’augmentation du diameétre micellaire, il ne contrdle pas la taille des micelles. La

quantité de caséine k est donc le facteur dominant (Umeda et Aoki, 2002).

1.2.3.2 Hydratation

La quantité¢ d’eau qui se lie a la micelle dépend de sa composition mais aussi de d’autres
facteurs. Ces facteurs sont le nombre de groupes polaires exposés, la conformation des
protéines superficielles, la polarité en surface, le pH, les sels présents et leur concentration
(Kinsella, 1984). L’eau fixée au chevelu micellaire, soit la couche d’hydratation en surface,
est faiblement liée et contribue a la stabilisation de la micelle. La micelle fixe environ 3 g
d’eau/g de protéine pour un volume hydrodynamique de 3,9 ml/g de protéines lorsque le
chevelu micellaire est inclus (Walstra et van Vliet, 1986; Dalgleish, 1981). Cependant,
I’hydratation interne de la micelle est d’environ 2 g d’eau/g protéine (Fox, 1993). Il y a une
forte corrélation positive entre la quantité de caséine K présente et le degré d’hydratation.
La capacité d’hydratation et le diamétre micellaire sont donc étroitement reliés. De ce fait,
les petites micelles contiennent davantage de caséine k et sont plus hydratées (Anema et

Creamer, 1993).

1.2.3.3 Minéraux

La composition minérale du lait de vache a été abordée a la section 1.1.1.4 et le role de
certains minéraux dans le maintien de I’intégrité¢ de la micelle a ét¢ mentionné. Les deux
principaux minéraux d’importance dans la structure de la micelle sont le calcium et le

phosphore dont la teneur dans le lait excede leur solubilité. C’est grace a ’interaction avec
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les micelles que la précipitation est évitée. L’€équilibre entre les formes solubles et associées

de ces minéraux est représenté a la Figure 1.6.

H,PO,-

Cit—

CaCit

[260]

H S\‘HPO;

4m| CalPO,
E;i:]H [20]
Phase soluble
Ca [400] ppm

Ca,PO,¥

Phase colloidale
Ca [800] ppm

Figure 1.6 Les principaux équilibres salins du lait (Britten et Pouliot, 2002).

Environ le tiers du calcium se retrouve dans la phase soluble qui se divise en 20 % de sel

citrate ou phosphate et 10 % d’ions calcium libres. Le deux-tiers restant est soit directement

liés a la micelle ou fait partie des complexes de phosphate de calcium a l’intérieur de

celle-ci (FAO, 1998).

Dans le cas du phosphore, la majeure partie (60 %) est sous forme de phosphate organique,

dont la moitié est liée a la caséine et ’autre en solution, 20 % est li¢ aux groupements

hydroxyles de certains acides aminés et le reste se partage entre les phospholipides et les

esters hydrosolubles (FAO, 1998). La Figure 1.7 résume la distribution du calcium et du

phosphore dans le lait bovin.
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Figure 1.7 Répartition du calcium et du phosphore dans le lait (adapté de FAO, 1998).

Les équilibres salins sont influencés par le pH, la température, la nature et la concentration

des sels.

Une diminution de pH entraine la dissociation du phosphate de calcium (Amiot et al.,
2002); I’acidification cause donc une décalcification de la micelle (St-Gelais et Tirard-
Collet, 2002). Au contraire, une augmentation de pH et ’augmentation de la concentration
en Ca®" déplacent les équilibres pour entrainer la formation de phosphate de calcium

tricalcique qui tend a précipiter (Amiot et al., 2002).

L’effet de la température sur la solubilit¢ du phosphate de calcium est contraire aux
principes généraux de solubilité puisque sa solubilité diminue a mesure que la température
augmente (Amiot et al., 2002). Au chauffage, le déplacement de 1’équilibre a lieu vers la
forme colloidale, ce qui augmente la minéralisation de la micelle. Le déplacement vers la
forme colloidale fait ¢galement en sorte que le H,PO4 se dissocie et libére des ions H,

abaissant le pH.

Finalement, la variation de la force ionique du lait causée par 1’ajout de sels tels que le
chlorure de sodium a pour effet de solubiliser le phosphate de calcium colloidal qui peut
mener jusqu’a la dissociation de la micelle (Britten et Pouliot, 2002; Horne, 1998).
Lorsqu’il s’agit d’un sel calcique, tel que le chlorure de calcium, il y a augmentation du
calcium soluble. Celui-ci, en plus de causer une légeére baisse de pH par dissociation du

H,POy4, tend a se fixer a la micelle. Sous 1’addition de calcium, ces protéines demeurent
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solubles jusqu’a ce qu’une quantité critique soit liée aprés laquelle la solubilité diminue

(Rollema, 1992).

1.3 Propriétés électrochimiques

1.3.1 Réactions d’oxydoréduction

Les réactions d’oxydoréduction impliquent le transfert d’électrons entre atomes et
molécules. Le transfert d’oxygeéne, d’hydrogéne ou des deux a la fois peut se produire.
L’oxydation et la réduction sont, respectivement, la perte et le gain d’¢électrons. S’il n’y a
pas de flux d’électrons qui entrent ou sortent du systéme a 1’étude, les réactions redox sont
nécessairement couplées, une réaction d’oxydation (perte d’€lectrons) ayant lieu

simultanément a une réaction de réduction (gain d’¢lectrons) (Walstra et Jenness, 1984).
Une réaction de réduction réversible d’un composé en un autre s’écrit comme suit :

Ox +ne —Red

Comme par exemple :

Fe’" + ¢ < Fe*

Les réactions d’oxydoréduction dans les systémes laitiers sont influencés par les traitements

thermiques, la concentration en oxygene dissous, la concentration en ions métalliques tels
+ o, . \ .s ) \ . 3

que le Cu®", ’exposition a la lumiére et par les oxydoréductases, a la fois du lait et des

microorganismes (Singh et al., 1997; Walstra et Jenness, 1984).

1.3.2 Mesure du potentiel redox

Le potentiel redox est 1’aptitude d’un systéme a capter et céder des €lectrons. Le systéme de
mesure du potentiel d’un systéme a transférer des électrons comprend une électrode inerte
en or ou platine et une électrode de référence de potentiel connu (Walstra et Jenness, 1984;
Sherbon, 1999). Tous les potentiels sont exprimés envers un standard commun,
généralement [’¢lectrode a hydrogéne (SHE) (Walstra et Jenness, 1984). L’¢lectrode a

hydrogéne posséde une valeur assignée de zéro quand une ¢€lectrode inerte trempe dans une
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solution d’activité unitaire en regard des protons (pH=0) en équilibre avec 1’hydrogene
gazeux a une pression de 1 atmosphere. Le potentiel redox (Eh) est reli¢ aux concentrations

des formes oxydées et réduites du composé suivant I’équation de Nernst :
(1)

E, =E, +Eln[[red ]]

nF |0x
ou Ej : potentiel redox (V)
Ey : potentiel redox standard du systeme (V)
R : constante universelle des gaz ( 8.314 J/K/mol)
T : température absolue (K)
n : nombre d’électrons transférés par molécule
F : constante de Faraday (96.5 kJ/V/mol)
[Red] : concentration molaire de la forme réduite
[Ox] : concentration molaire de la forme oxydée

A 25 °C et pour le transfert d’un électron, I’équation devient :

2
E, =E, + 0.059log(MJ

[Ox]

En accord avec la convention utilisée par les biochimistes, le potentiel redox tend vers des
valeurs plus positives lorsque le ratio [Ox]/[Red] augmente. Le potentiel redox standard du
systéme, caractéristique propre a chaque systeme redox, est une mesure de 1’habilité
relative du systéme a donner ou accepter des électrons. En pratique pour les solutions
diluées, les concentrations molaires des composés sont utilisées dans les calculs plutot que
leur activité (Walstra et Jenness, 1984). De plus, le potentiel standard du systeme dépend
aussi du pH. La Figure 1.8 présente le potentiel redox du lait et le potentiel standard de

plusieurs systémes en fonction du pH (Walstra et Jenness, 1984).
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Figure 1.8 Potentiel redox du lait et le potentiel standard de plusieurs systémes en fonction
du pH (Walstra et Jenness, 1984).

Finalement, la cinétique des réactions d’oxydoréduction est importante a considérer dans la
mesure du potentiel redox. Certaines réactions présentent un haut niveau d’énergie
d’activation ce qui implique qu’un délai considérable peut s’écouler avant que 1’équilibre
ne soit atteint. Des mesures exactes de potentiel redox sont donc longues dans le lait qui
posséde plusieurs systemes qui se superposent et dont certains ne sont que trés lentement
ou incomplétement réversibles. De plus, la diffusion d’oxygeéne atmosphérique dans le lait
peut compliquer les mesures (Walstra et Jenness, 1984). Le role de 1’oxygene sera

approfondi a la section 1.3.4.
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1.3.3 Potentiel redox du lait

Le potentiel redox d’échantillons individuels de lait en équilibre avec ’air, puisque lorsque
sécrété le lait est presque enticrement dépourvu d’oxygene, est généralement compris entre
+250 a +350 mV (électrode de référence SHE, 25 °C, pH 6,6-6,7). (Walstra et Jenness,
1984). L alimentation des vaches pourrait y jouer un role, les vaches en paturage produisant
du lait présentant un potentiel redox de 20 mV inférieur a celui des vaches nourries a la fois

de paturage et s’ensilage (Sherbon, 1999).

Les principaux systémes du lait qui déterminent son potentiel redox sont I’oxygene dissous,
I’acide ascorbique et la riboflavine. Le systéme thiol-ponts disulfures, lorsqu’activé par
traitement thermique, contribue également (Walstra et Jenness, 1984). D’autres systémes
pourraient influencer le potentiel redox du lait mais ne sont pas réversibles. C’est le cas du
systéme lactate-pyruvate qui n’est pas réversible a moins d’étre activé par des enzymes et
qui est présent en quantité négligeable dans le lait frais. Le groupement aldéhyde du lactose
est oxydable en carboxyl a pH ¢élevé, mais ce n’est pas un systéme réversible qui contribue
au potentiel redox a pH 6,6 (Walstra et Jenness, 1984). En dernier lieu, certaines enzymes

oxydo-réductrices pourraient jouer un réle mineur.
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1.3.4 Oxygéne dissous

L’importance de I’oxygéne dissous dans la valeur du potentiel redox du lait se démontre de
plusieurs facons. Tout d’abord, la diminution du potentiel redox du lait a environ —0,15 mV
suite au barbotage d’azote pour remplacer 1’oxygene est observée (Walstra et Jenness,
1984). Ensuite, le bleu de méthyléne est réduit par du lait tiré de fagon anaérobe mais cette
capacité réductrice est perdue lorsqu’un tel lait est exposé a 1’air. Finalement, la baisse du
potentiel redox et le retour de la capacité réductrice sont observés quand des bactéries telles
S. lactis ou des lactobacilles croissent dans le lait. Cependant, dans ce dernier cas, la
croissance bactérienne cause une diminution de pH qui contribue a I’augmentation du
potentiel redox (Walstra et Jenness, 1984). La Figure 1.9 présente la chute de potentiel
redox suite a la consommation d’oxygene et la production de réducteurs par une bactérie
lactique, conférant au fromage et laits fermentés des potentiels négatifs (Fox et
McSweeney, 1998; Sherbon, 1999). Selon I’espéce bactérienne, le potentiel redox peut

chuter jusqu’a —100 ou -200 mV (Walstra et al., 1999)
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Figure 1.9 Diminution du potentiel redox du lait pendant I’incubation avec une souche de S.
Lactis a 25 °C (Fox et McSweeney, 1998; Sherbon, 1999).
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1.3.4.1 Acide ascorbique

Le contenu en acide ascorbique (Figure 1.10) du lait frais est d’environ 11,2 a 17,2 mg/L et
se présente entierement sous la forme réduite lorsque tiré du pis. L’oxydation réversible en
acide d€hydroascorbique a lieu a un taux qui dépend de la température et de la
concentration en cuivre et oxygene (Walstra et Jenness, 1984; Singh et al.,1997). L’acide
ascorbique stablilise le potentiel redox du lait désaéré a 0 mV et celui du lait oxygéné a
200-300 mV (Fox et McSweeney, 1998; Sherbon, 1999). L’acide ascorbique est préservé
dans le lait par la prévention de la contamination au cuivre et au fer et par désaération. Des
¢tudes ont démontré une corrélation inverse significative entre le potentiel redox et le
contenu en acide ascorbique réduit dans le lait frais préalablement équilibré avec 1’air

(Walstra et Jenness, 1984).
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Figure 1.10 Acide ascorbique et déhydroascorbique.

1.3.4.2 Riboflavine
La concentration de riboflavine libre dans le lait est d’a peine 4 uM et sa structure est
donnée a la Figure 1.11. Son importance dans le phénoméne redox réside dans son rdle

dans la photo-oxydation plutot que par un apport significatif au potentiel redox (Walstra et

Jenness, 1984).
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Figure 1.11 Formes oxydées et réduites de la riboflavine.

1.3.4.3 Systéme thiol-ponts disulfures

Le lait ne contient que de faibles concentrations de thiols de faible poids moléculaire, telle
la cystéine libre, et n’ont pas d’influence significative sur le potentiel redox du lait. Les
thiols de protéines natives, soit ceux de la B-LG, ne sont pas actifs dans les systemes redox
mais sont activés quand les protéines sont ouvertes et déplissées par dénaturation
thermique. Le potentiel standard des thiols du lait liés a la protéine n’est pas connu et le

systéme pourrait ne pas étre facilement réversible (Walstra et Jenness, 1984).

1.3.4.4 Enzymes oxydoréductrices

Les enzymes oxydoréductrices du lait sont en temps normal trés peu impliquées dans les
réactions redox du lait. La lactate dehydrogénase et la malate déhydrogénase sont des
enzymes dépendantes au NAD mais il n’y a pas de preuve de la participation ces enzymes

dans les réactions redox. (Walstra et Jenness, 1984).

La xanthine oxydase (XO) est une métalloprotéine présente dans le lait bovin a
concentration de 35 mg/L. Elle est principalement associé¢e a la membrane des globules de
gras et produit H,O, ou O,* si ses substrats, que sont la xanthine, ’hypoxanthine et des
aldéhydes, lui sont founis. Telle qu’isolée du lait, la XO utilise 1’oxygéne moléculaire
comme un accepteur d’électrons, mais si une partie de ses disulfures sont réduits par le
dithiothretol elle devient une déhydrogénase dépendante du NAD+. La réoxydation des

thiols en disulfures avec 1’enzyme laitiere sulphydryl oxydase rétablit la spécificité de
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I’enzyme pour I’oxygéne comme accepteur d’électrons. L’activité de la XO dans le lait
frais est accrue d’environ 4 fois par le rangement a 4 °C, le chauffage a 70 °C pendant 5
minutes, 1’homogénéisation ou I’incubation avec des préparations commerciales de
protéinase ou lipase parce que de tels traitements transférent une grande partie de I’enzyme
des globules de gras vers le sérum (Walstra et Jenness, 1984). Les études sur la possibilité
que la XO soit impliquée dans le développement des saveurs oxydées du lait n’ont pas

encore donné de résultats probants (Walstra et Jenness, 1984).

La catalase qui s’accumule dans la couche de créme catalyse la décomposition du H,O, en

eau et oxygene (Walstra et Jenness, 1984).

La lactoperoxydase (LP) peut composer jusqu’a 1 % des protéines sériques du lait. Son
activité dans le lait augmente au cours de la lactation pour atteindre un maximum a 40 jours
post-partum et diminuer ensuite. Elle catalyse 1’oxydation par I’'H,O, d’une longue liste de
composés donneurs d’électron, incluant des amines aromatiques, des phénols, des acides
aromatiques, la tyrosine et tryptophane, 1’acide ascorbique, des nitrites, des thiocyanates et
d’autres encore. Le thiocyanate est un constituant naturel du lait. Son oxydation meéne a un

produit inhibiteur de certaines bactéries (Walstra et Jenness, 1984).

La superoxyde dismutase (SOD) catalyse la dismutation de 1’ion superoxyde O,*" en H,O,
et O,. La structure primaire est connue, elle posséde un thiol libre et un lien disulfure. Ce
pourrait étre un important antioxydant protégeant les constituants du lait de 1’oxydation par
I’ion superoxyde généré par les oxydations catalysées par la xanthine oxydase et la

lactoperoxydase ainsi que des photo-réactions de la riboflavine (Walstra et Jenness, 1984).

La sulphydryl oxydase (SO), présente dans le lait bovin a raison de 3 mg/L, catalyse
I’oxydation des thiols a la fois dans les petits composés et les protéines en disulfures en
utilisant I’oxygene moléculaire comme accepteur d’électron. C’est une oxydase anaérobe,

réduisant I’oxygeéne en H,O, plutdt qu’en eau selon 1’équation suivante :

2 RSH + O, — RSSR + H,0,
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De la SO immobilisée sur billes de verre a ét¢ utilisée dans le lait UHT dans le but
d’atténuer la saveur de « cuit » puisqu’elle pourrait catalyser 1’oxydation des thiols en

disulfures dans le lait (Walstra et Jenness, 1984).

Finalement, quelques unes de ces enzymes sont des métalloprotéines (xanthine oxydase,
lactoperoxydase) et pourraient devenir pro-oxydantes lors de la dénaturation causée par le

chauffage mais ceci n’est pas une activité enzymatique (Walstra et Jenness, 1984).

1.4 Comportement du lait face a différents traitements

Les différents procédés industriels appliqués au lait visent a assurer la qualité et la stabilité
des produits. De ces procédés, les traitements de chaleur sont trés utilisés en technologie
laiticre. L’aptitude du lait a supporter les hautes températures est une caractéristique
technologique importante, tout comme [’aptitude a la fabrication fromageére (Robitaille,

1995).

1.4.1 Coagulation par la présure

Diverses enzymes protéolytiques ont la capacité de coaguler le lait mais la présure est la
plus utilisée. La présure est constituée de deux enzymes, soit la chymosine, qui permet
I’hydrolyse de la caséine «, et la pepsine (Ruettiman et Ladisch, 1987). La coagulation du
lait par la présure est divisée en trois étapes : la phase d’hydrolyse enzymatique, la phase
d’agrégation et la phase de formation du gel (Brown et Ernstrom, 1988). Elles sont décrites

plus en détail ci-apres et illustrées a la Figure 1.12.

1.4.1.1 Phase d’hydrolyse enzymatique

Lors de cette premiére étape, I’enzyme vient couper le lien peptidique Phe;os-Met;o¢ de la
caséine K et la protéine est scindée en deux peptides, le CMP et la para-k-CN, dont les
propriétés ont été énoncées a la section 1.1.1.1.1. Le mode d’action de I’enzyme n’est pas
encore bien défini. Il est possible que I’enzyme s’attaque a une micelle, en suive la surface
et hydrolyse toutes les caséines K sur son passage ou bien qu’apres |’attaque d’une
molécule de caséine x elle retourne en solution pour diffuser jusqu’a la prochaine micelle

(Ruettimann et Ladisch, 1987). L hydrolyse progressive de la caséine ¥ durant la phase
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primaire altére les propriétés des micelles a un point ou elles deviennent susceptibles a

I’agrégation, qui représente la seconde phase de la réaction (Lucey, 1995).

1.4.1.2 Phase d’agrégation

Lors de la seconde phase, les micelles déstabilisées peuvent se rapprocher et former des
liens hydrophobes. Ceci est possible parce que les charges en surface des micelles
diminuent lorsque le CMP est libéré. La perte de ce segment réduit le potentiel zeta de la
micelle d’environ 30 a 50 % et diminue les interactions de nature entropique (stérique), ce
qui permet un rapprochement des micelles attaquées par I’enzyme et facilite 1’agrégation
(Brulé et al., 1997; Lucey, 1995; Singh et Fox, 1989; Dalgleish, 1981). L’agrégation
devient possible lorsqu’un certain degré d’hydrolyse est atteint puisqu’il existe un niveau
minimum de caséine K nécessaire a la stabilisation de la micelle (Horne ef al., 1993). Selon
les auteurs, I’agrégation commence lorsque de 60 a 90 % de la caséines K est hydrolysée.
Le temps écoulé pour I’atteinte de cette phase se nomme temps de coagulation par la
présure ou RCT (pour «Rennet Coagulation Time ») (Dalgleish, 1981). En pratique, le RCT

est défini comme le temps écoulé jusqu’a 1’observation visuelle de floculation.

1.4.1.3 Phase de formation du gel

La troisiéme phase méne a la formation d’un réseau tridimensionnel continu nommé gel.
Les agrégats augmentent d’abord de taille. Par la suite, la réticulation entre les chaines et la
fusion des particules transforment le lait en gel (Ruettiman et Ladisch, 1987). Le caillé se

raffermit et la synérese débute.
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Figure 1.12. Phases du processus de coagulation enzymatique du lait (St-Gelais et Tirard-

Collet, 2002).

1.4.2 Facteurs influencant la coagulation

La production de coagulum satisfaisant est importante dans la fabrication fromagere car la

nature du caillé formé détermine la qualité du produit final. De nombreux facteurs

influencent la coagulation du lait. Ce sont la composition, la température, le pH, I’ajout de

sels, la concentration en présure et le diaméetre micellaire. Les effets des facteurs principaux

qui influencent les parametres de coagulation sont résumés a la Figure 1.13.
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Figure 1.13 Facteurs influengant les parametres de coagulation enzymatique du lait
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1.4.2.1 Composition du lait

La composition du lait influence la coagulation du lait de différentes facons. Une
augmentation du niveau de caséines dans le lait résulte en un temps de coagulation plus
court, un taux de raffermissement plus élevé et un caillé plus ferme au temps de coupage
(Hill, 1995). Une augmentation du degré de glycosylation de la caséine K augmente la
vitesse de raffermissement du gel sans toutefois influencer le RCT (Robitaille et al., 1995).
Du point de vue bactériologique, un compte en cellules somatiques supérieur a 500 000
cellules/ml est caractérisé par une augmentation du RCT et une pertes de fines plus

importante menant a une baisse de rendement (Roupas, 2001).

1.4.2.2 Température d’emprésurage et de coagulation

L’activité enzymatique est influencée par la température. L’activité de la présure est donc
reliée a la température a laquelle les étapes d’emprésurage et de coagulation sont conduites
(St-Gelais et Tirard-Collet, 2002). La présure montre une activit¢ maximale entre 30 et
42 °C et est inhibée a des températures supérieures a 55 °C (St-Gelais et Tirard-Collet,
2002). Le Tableau 1.5 résume I’influence de la température au moment ou ’enzyme est

ajoutée sur la coagulation.

Tableau 1.5 Impact de la température sur la coagulation du lait par la présure (St-Gelais et
Tirard-Collet, 2002).

Température Impact

<10 °C Il n’y a pas de coagulation mais I’enzyme agit quand méme.
10-20 °C La coagulation est lente.

30-42 °C Il y a une augmentation progressive de la vitesse de coagulation.
42-55 °C La vitesse de coagulation diminue.

55°Cet+ Il y a absence de coagulation.
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1.4.2.3 Traitement thermique du lait

Les traitements thermiques appliqués au lait altérent ses propriétés coagulantes, ce qui rend
le lait chauffé inapte a la fabrication fromagére. La fabrication fromagére est réalisée de
préférence sur des laits non chauffés ou ayant subi une thermisation (Vasbinder et al.,
2003). Ensuite, les traitements thermiques imposés au lait modifient les cinétiques de
coagulation. D’une part, I’entreposage du lait au froid conduit & une augmentation du temps
de prise puisque les minéraux de la phase colloidale sont solubilisés (Raynal et Remeuf,
2000). D’autre part, il est connu que le lait surchauffé prend plus de temps a coaguler (Moir

etal., 1930, 1931).

La littérature explique la baisse de I’aptitude a la coagulation des laits chauffés par une
hydrolyse enzymatique incompléte, une concentration réduite en calcium sérique suite a la
précipitation du phosphate de calcium et la stabilisation de la micelle de caséine grace au
recouvrement avec des protéines sé€riques dénaturées chargées positivement (Vasbinder et

al., 2003).

Ensuite, les études démontrent qu’une augmentation de la température de chauffage se
traduit par une augmentation du RCT qui augmente de 10 a 15 fois pour les laits chauffés
(Vasbinder et al., 2003; Dalgleish, 1990; Singh et al., 1988). Un traitement thermique plus
sévere que la pasteurisation se traduit par une augmentation du temps de coagulation et a
des gels plus faibles. Finalement, lors d’un traitement thermique trés sévére (>90 °C,

10 min), le lait perd 1’aptitude a coaguler sous I’action de la présure (Singh et al., 1988).

Un des effets du chauffage est le déplacement des équilibres ioniques vers les formes
insolubles. Les modifications de composition de la surface des micelles et la précipitation
des phosphates diminuent la stabilit¢ de la phase colloidale. La diminution de calcium
soluble rend plus difficile la création de liaisons entre les micelles lors de la formation du
gel. Les temps de coagulation allongent alors que la fermeté du caillé et la vitesse

d’égouttage diminuent (St-Gelais et Tirard-Collet, 2002).

En ce qui a trait a I’augmentation du temps de prise, la formation du complexe B-LG-k-CN

serait responsable de la baisse de sensibilité a la chymosine (Morgan et al., 2000; Lucey,
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1995; Singh et al., 1988). 1l a ét¢ démontré que le temps de coagulation augmente avec
I’augmentation du degré de dénaturation de la B-lactoglobuline et avec le pourcentage de
cette protéine associ¢ aux micelles (Singh et Waungana, 2001). La complexation des
protéines du lactosérum dénaturées avec la caséine-k modifie la conformation de la kK-CN
et rendrait le site d’hydrolyse moins accessible pour I’enzyme. De plus, une bonne partie de
la B-lactoglobuline ne s’associe pas et se présente sous forme d’agrégats dans le sérum qui
pourraient interférer dans les processus d’agrégation et de formation du réseau, d’ou les
gels plus faibles (Waungana et al., 1996; Lucey, 1995; Lucey et al., 1993; McMahon ef al.,
1993; Dalgleish, 1990).

Toutefois, I’équipe de Vasbinder et coll. (2003) soutient que le début de la coagulation, soit
le relachement du CMP par hydrolyse enzymatique, n’est pas affecté par le chauffage. En
effet, I’application d’un traitement thermique a 90 °C pendant 10 minutes au lait s’est
traduit par une diminution de 6 % du CMP relaché, diminution insuffisante pour inhiber
I’agrégation des micelles (Vasbinder et al., 2003). L’agrégation des micelles a lieu
indépendamment du traitement thermique appliqué cependant les micelles perdent la
capacité de former un gel. Cette observation correspond a un temps de coagulation plus
¢levés et une diminution du module d’¢lasticité (G’) tel que rapportés dans la littérature et
qui sont attribués a une diminution de I’activité enzymatique, la précipitation du calcium et
la dénaturation des protéines sériques (Vasbinder et al., 2003). Puisque les travaux ne
démontrent aucun effet du traitement thermique sur I’hydrolyse enzymatique, la
précipitation du phosphate de calcium par la chaleur comme facteur influengant 1’hydrolyse
enzymatique est exclue (Vasbinder et al., 2003). L’altération des propriétés coagulantes du
lait chauffé est entiérement attribuée aux protéines sériques dénaturées qui enrobent les
micelles de caséine puisqu’en absence de protéines sériques, les micelles de caséines du lait

chauffé s’agrégent (Vasbinder et al., 2003).
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1.4.2.4 pH

L’influence du pH est double. Tout d’abord, le pH optimal de la chymosine se situe entre
5,3 et 5,5 (Lenoir et al., 1997; Fox, 1993). L’acidification du lait & pH de 6,3 améliore les
propriétés de coagulation a la présure (Renault ef al., 2000). Il y a augmentation de la
vitesse d’hydrolyse enzymatique, réduction du RCT et formation d’un gel plus ferme

(Roupas, 2001; Lenoir ef al., 1997; Horne et Muir, 1994).

Ensuite, I’acidification méne a la neutralisation des charges de répulsion puisque le nombre
de charges positives augmente, ce qui déstabilise la micelle et permet davantage
d’attraction électrostatique entre les micelles (Renault et al, 2000). La diminution du pH
mene également a la solubilisation du phosphate de calcium micellaire et fait augmenter le
calcium soluble. Le calcium qui se lie a la surface des micelles contribue a modifier leur
charge nette en plus d’accroitre 1’efficacité des collisions entre I’enzyme et le substrat

(Roupas, 2001).

1.4.2.5 Concentrations en sels

La composition minérale du lait va affecter la coagulation et tout particulicrement la
quantité de calcium ajouté au lait. En effet, le temps de prise diminue tandis que le taux de
raffermissement et la fermeté du gel vont augmenter jusqu’a des concentrations de CaCl,
d’environ 0,01 M. On attribue cet effet a ’augmentation d’ions calcium. Cependant, a des
concentrations supérieures, on observe un phénomeéne inverse pour chacun des parametres

de coagulation (St-Gelais et Tirard-Collet, 2002).

Le calcium n’est pas requis dans la phase initiale d’hydrolyse enzymatique mais est
essentiel a 1’agrégation des micelles. L’ajout de CaCl, en technologie fromageére stimule la
coagulation, le raffermissement du caillé et permet de réduire les pertes dans le lactosérum,

tout en diminuant le pH et réduisant la charge de la micelle (Roupas, 2001).

L’addition de NaCl, pour sa part, augmente la force ionique et cause une déminéralisation
de la micelle. L’augmentation de la force ionique entraine une modification des charges de
la chymosine et de la x-caséine, ce qui entrave I’attraction entre 1’enzyme et son substrat

(Roupas, 2001).
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1.4.2.6 Concentration présure

L’activité¢ de ’enzyme dépend du pH, de la température et la concentration en calcium,
sujet qui ont ¢été¢ traités précédemment. Il existe une corrélation linéaire entre la
concentration en présure et le temps de coagulation, ce dernier devenant plus court a
mesure que la concentration en présure augmente (Horne et Muir, 1994). Le taux de
raffermissement et la fermeté du gel augmentent quant a eux avec la concentration en

présure (St-Gelais et Tirard-Collet, 2002).

1.4.2.7 Diamétre micellaire

La coagulation enzymatique est un phénomene de surface et elle est influencée par le
diamétre des micelles de caséine. En général, plus le diametre est grand, plus le temps de
prise est long et plus le taux de raffermissement et la fermeté finale sont faibles (St-Gelais
et Tirard-Collet, 2002). En fromagerie, de petites micelles seront donc recherchées
puisqu’elles sont associées a un temps de prise plus court et un taux de raffermissement
plus rapide (Park et al., 1999). De plus, les micelles de petites tailles fusionnent plus
étroitement entre elles et sont donc caractérisées par la formation d’un réseau protéique
plus dense, plus cohérent et plus ferme que celles de grande taille (Roupas, 2001; Lenoir et

al., 1997; Delacroix-Buchet et al., 1993).

1.4.3 Traitement thermique

Les divers traitements thermiques appliqués au lait en industrie, tels que la pasteurisation et
la stérilisation, peuvent avoir des effets dénaturants sur les protéines du lait. Des réactions
de dégradation des protéines, de dégradation du lactose et des modifications de 1’équilibre
minéral sont observées. En effet, lors du chauffage, des réactions de dénaturation et

d’agrégation de protéines se produisent et le phosphate de calcium précipite.

1.4.3.1 Potentiel redox

Les impacts des traitements thermiques sur le potentiel redox du lait ont été
considérablement étudiés jusqu’au milieu du siecle dernier. Une baisse marquée du
potentiel coincide avec la libération des groupements thiols par dénaturation des protéines,

principalement la —lactoglobuline. (Sherbon, 1999). Tout d’abord, le chauffage du lait en
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présence d’oxygene accélere 1’oxydation des thiols et la destruction du systéme acide
ascorbique-dehydroascorbique. Ensuite, le chauffage favorise la réaction de Maillard entre
le lactose et les protéines et la production de réducteurs de type énediol (Figure 1.14)

(Walstra et Jenness, 1984).

H H O©OH H
L |
C=0 C C=0
H—-C—0OH C. HO-C-H
] CH # TOH I
CH, 3 CH,
R
enediol intermediate S

Figure 1.14 Formation d’un intermédiaire énediol.

Ces diverses réactions different d’énergie d’activation. En conséquence, la balance globale
du systeme redox aprés traitement thermique dépend grandement du temps et de la
température utilisés. De plus, le taux de production de réducteurs par réaction de Maillard
augmente avec la concentration en réactifs. Il y a donc davantage de ces composés
réducteurs résultant du traitement thermique appliqué dans la concentration et le séchage du
lait que de ceux utilisés dans les laits non-concentrés (Walstra et Jenness, 1984).
Cependant, la désaération et traitements thermiques HTST résultent en un potentiel redox
minimal et produisent des poudres de lait de qualité supérieure contre la dégradation

produisant une saveur oxydée (Sherbon, 1999).

Des études, rapportées par Walstra et Jenness (1984), sur la capacité réductrice et le
potentiel redox du lait sous différentes conditions montrent que le potentiel redox du lait
témoin se situe a +315 mV. Lorsque ce lait est chauffé a 85 °C pendant 30 minutes, le
potentiel redox diminue a +200 mV. Cependant, lorsque 1’atmosphére n’est plus de 1’air
ambiant mais de 1’azote, le potentiel redox chute a 0 mV, mettant en évidence I’importance

des gaz dissous sur le potentiel redox des laits chauffés.

1.4.3.2 Dégradation des protéines
Alors que les caséines sont tres résistantes a la chaleur, les protéines sériques le sont moins.
Malgré cette résistance, les caséines peuvent tout de méme étre affectées et déstabilisées

par la chaleur. (O’Connell et Fox, 2000).
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1.4.3.2.1 Dénaturation des protéines sériques
Les différentes protéines sériques n’ont pas la méme résistance face aux traitements

thermiques. L’ordre de sensibilité a la chaleur est immunoglobulines > sérumalbumines >
B-lactoglobuline > o-lactalbumine (Corredig et Dalgleish, 1996). Le chauffage des
protéines sériques entraine 1’ouverture des structures secondaire et tertiaire qui permet

I’agrégation de ces protéines entre elles ou avec les micelles de caséine.

Le chauffage méne a une perte de la structure native de la protéine. La dénaturation des
protéines sériques résulte en le déplissement de leurs polypeptides, exposant ainsi des
résidus habituellement cachés a I’intérieur de la structure globulaire (Singh et Waungana,
2001; Calvo, 1995). Dans le cas de la B-lactoglobuline, ce processus intramoléculaire qui
expose le cceur hydrophobe expose en méme temps le groupement thiol libre ainsi que des
ponts disulfures trés réactifs (Fryer ef al., 1995). Les protéines déplissées présentent donc
une configuration instable qui est ensuite stabilisée par la phase d’agrégation. La
dénaturation de la B-lactoglobuline est réversible jusqu’a ce que 1’agrégation prenne place

tandis que la dénaturation de I’a-lactalbumine est réversible jusqu’a 85 °C (Kinsella, 1984).

La disponibilité de nouveaux sites exposé€s par le déplissement des protéines permet la
formation d’agrégats constitués exclusivement de protéines sériques ou d’un mélange avec
les caséines. Le fait que la B-lactoglobuline s’associe avec la micelle ou bien forme des
agrégats exclusivement composés de protéines sériques dépend de plusieurs facteurs tels
que la durée et I’intensité du chauffage, le pH, la force ionique, la concentration en calcium
et en phosphate solubles ainsi que le degré de dissociation de la caséine k¥ de la micelle
(Devold et al., 2000). L’ a-lactalbumine, bien qu’elle participe aussi aux interactions, ne se
lie pas directement aux caséines, elle le fait plutot par I’intermédiaire de la B-lactoglobuline
(Dzurec et Zall, 1985). En effet, il a été démontré que 1’a-lactalbumine ne polymérise pas
en I’absence des autres protéines sériques, méme si des caséines sont présentes (Calvo,
1995). De plus, la présence de PB-lactoglobuline est nécessaire a I’interaction de 1’oi-
lactalbumine avec les micelles. En effet, en dessous de 90 °C, I’a-lactalbumine et la -

lactoglobuline s’associent pour former des complexes intermédiaires qui eux s’associent
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ensuite aux micelles (Corredig et Dalgleish, 1999). L’attachement de protéines sériques

dénaturées a la surface de la micelle, fait 1’objet de la prochaine section.

1.4.3.2.2 Formation d’un complexe entre la - LG et la caséine k

Les groupements thiols libres présents dans la structure native de la B-lactoglobuline sont a
I’origine des complexes formés entre les protéines sériques et les micelles de caséine sous
I’effet de la chaleur. Durant le traitement thermique, il y a interaction entre la
B-lactoglobuline dénaturée et la caséine x située a la surface de la micelle et formation d’un
complexe stabilisé par des interactions mettant principalement en cause les groupements
thiols mais aussi des groupements hydrophobes et ioniques (Devold et al., 2000; Singh,
1995; Hill, 1989). Le chauffage a pH inférieur a 6,7 méne a une plus grande quantité de
complexes formés avec les micelles alors qu’a pH supérieur a 6,7, les complexes se
dissocient de la micelle a cause de la dissociation de la caséine x elle-méme (Singh et
Waungana, 2001). L’étendue des interactions augmente avec la durée et I’intensité¢ du
traitement thermique appliqué (entre 75 et 90 °C) et ’interaction entre la B-lactoglobuline
et la caséine K atteint un plateau laissant croire qu’une quantité¢ limitée de sites sont

disponibles pour ’interaction (Corredig et Dalgleish, 1999).

Il est bien connu aussi que la formation du complexe entre la B-LG et la k-CN est
responsable de la baisse de sensibilité a la chymosine (Morgan et al., 2000). Quand la B-LG
et la k-CN sont chauffées ensemble entre 80 et 90 °C, elles interagissent par la formation
des liens S-S. Morrissey suggérait dés 1969 que les interactions entre la B-LG et les
caséines au chauffage affectent de facon marquée la coagulation a la présure du lait

(Morrissey et al., 1969; Ustumol et Brown, 1985).

1.4.3.3 Dégradation du lactose

Le lactose est impliqué dans deux types de réactions de dégradation dans le lait, soit
I’isomérisation et la réaction de Maillard. Alors que la premiére est plus importante d’un
point de vue quantitatif a des températures supérieures a 100 °C, c’est la seconde qui

prédomine a des températures inférieures (van Boekel, 1998 ; Berg et van Boekel, 1994).
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1.4.3.3.1 Isomeérisation du lactose
Le lactose est sujet a des réactions d’isomérisation dans le lait (Berg et van Boekel, 1994,

van Boekel, 1996). La principale dégradation est celle de Lobry-de-Bruin-Alberda-van-
Ekenstein ou les protéines agissent comme catalyseur. Les produits de la réaction sont le
lactulose et I’épilactose, des disaccharides formés de galactose et de, respectivement,
fructose et mannose. L’énolisation du lactulose meéne ensuite a la formation de produits de
dégradation tels le galactose, le tagatose, 1’acide formique ainsi que différents composés
carbonés. L’acide formique formé en grande quantité est largement responsable de la baisse

de pH induite par la chaleur, de concert avec ’altération 1’équilibre salin.

1.4.3.3.2 Réaction de Maillard
La réaction de Maillard est une réaction chimique des groupements aminés et des sucres

réducteurs qui mene a la formation de composés bruns. Ce brunissement non enzymatique
est influencé par la température, le pH, 1’activité de 1’eau et la présence de certains sels et
vitamines. Quoique cette réaction soit désirable dans certains produits, elle est le plus

souvent indésirable en transformation laitiere (Walstra et Jenness, 1984).

Dans le cas du lait, les groupements aminés en cause sont principalement des résidus lysine
dans les protéines laitiéres puisque le contenu en acide aminé est tres faible (Walstra et
Jenness, 1984). Les résidus lysine des caséines semblent étre plus réactifs que les protéines
sériques et la k-CN semble étre la caséine la plus réactive (van Boekel, 1998). Le sucre

réducteur du lait est le lactose (van Boekel, 1998).

Dans le but de systématiser ’ensemble des réactions impliquées, une classification en trois
stades est généralement utilisée. Récemment toutefois, une classification conceptuelle a été
proposée par Yaylayan (1997). La classifications usuelle en trois stades est utilisée ici. Le
stade initial, illustré a la Figure 1.15, comprend la condensation du sucre réducteur avec le
groupement aminé et donne, via la base de Schiff et le réarrangement d’Amadori
(transformation d’un aldose en cétose), le composé¢ d’Amadori. Dans le lait, le composé
d’Amadori est la lactulosyllysine, attachée aux protéines. Au stade avancé, illustré a la
Figure 1.16, il y a brisure du composé d’Amadori qui, par les voies que sont 1’énolisation,

la cyclisation et la déshydratation, menent a des produits de réaction différents. Le stade
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final, moins bien caractéris¢ d’un point de vue chimique, comprend la condensation de
composés aminés et de fragments de sucre en protéines polymérisées et pigments bruns,
appelées mélanoidines (Van Boekel, 1998). Les principaux produits de dégradation de la
lactulosyllysine liée a des protéines dans le lait sont le galactose et I’acide formique (Berg

et van Boeckel, 1994).

¥
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(lactulosyllysine-R)

Figure 1.15. Apercu du stade initial de la réaction de Maillard (gal = galactose, R = chaine
protéique) (van Boekel, 1998).
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Figure 1.16 Dégradation du composé d’ Amadori au stade avancé de la réaction de Maillard
sous conditions acides, neutres et alcalines (gal = galactose, R = chaine protéique) (van
Boekel, 1998).

L’un des facteurs, nommés ci-avant, intervenant dans le développement de la réaction de
Maillard est le pH. L’augmentation du pH de 6,6 a 7,0 se traduit par une augmentation de la
formation de lactulose, composée intervenant dans la réaction de Maillard puisque

I’isomérisation des sucres réducteurs est favorisée a pH élevé (Berg, 1993).

Les conséquences de la réaction de Maillard dans le lait sont importantes et comprennent la
perte de valeur nutritive car les résidus lysine sont bloqués et non assimilés, une
digestibilit¢ réduite et 1’inhibition d’enzymes, la production de saveur, la formation de
composés anti-oxydants mais aussi de composés mutagénes, antimutagénes et
anticancérigénes, la formation possible de composés antibactériens, la diminution de
I’allergénicité, la polymérisation des protéines du lait ainsi que le développement de

coloration brune a cause des mélanoidines (van Boekel, 1998).
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1.4.3.3.3 Acides organiques
L’isomérisation du lactose ainsi que la réaction de Maillard ménent tous deux a la

formation d’acide formique, un produit de la dégradation du galactose. Un chauffage
intense peut aussi mener a la formation d’acide acétique, lactique, propionique, butyrique et

laevulinique (Berg et van Boekel, 1994 ; Walstra et Jenness, 1984).

1.4.3.4 Modification de I’équilibre minéral

Les traitements thermiques appliqués au lait entrainent la réduction du calcium total soluble
et du calcium ionique dans le lait. Le phosphore soluble subit des changements similaires
(Ustunol et Brown, 1985). L’équilibre entre le phosphate de calcium colloidal et soluble
affecte 1’équilibre des constituants de caséine et leur degré d’association (Ustunol et

Brown, 1985).

1.4.3.5 Modification du pH

L’application d’un traitement de chaleur cause I’abaissement du pH suite a trois réactions.
Ce sont I’oxydation thermique du lactose en acides organiques (50 % de 1’abaissement de
pH), ’hydrolyse du phosphate organique (phosphosérines) (30 %) et enfin la précipitation
du phosphate de calcium tricalcique et le relachement concomitant d’ion H+ (20 %) (Singh,

2004).

1.4.3.6 Stabilité thermique

L’augmentation de la stabilité thermique du lait est désirable dans plusieurs applications
alimentaires dans le but, par exemple, d’assurer la vie de tablette des laits stérilisés en
évitant la gélification a I’entreposage (Singh, 2004). La stabilité du lait a chaleur réfere a sa
résistance a la coagulation a des températures de stérilisation (Singh et Creamer, 1992)
alors que Singh définissait la stabilité thermique comme étant la capacité du lait de résister
aux hautes températures des procédés industriels sans coagulation visible ou gélification
(Singh, 2004). Le facteur le plus important vis-a vis de la stabilité est le pH. Les autres
facteurs qui influencent la stabilité thermique sont les sels, les protéines du lait (Morgan et

al., 2000; Singh et Creamer, 1992) ainsi que les traitements tels le préchauffage, la
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concentration et I’homogénéisation, qui peuvent causer la coagulation partielle ou complete

pendant la transformation ou I’entreposage (Singh et Creamer, 1992, Singh, 2004).

La fagon la plus commune de mesurer la stabilité thermique du lait est d’établir le profil du
temps de coagulation a la chaleur en fonction du pH (HCT-pH) tel que présenté a la Figure
1.17. Le lait est classé en deux types selon son profil de stabilité. Le lait de type A,
prédominant au Québec, posséde un minimum de stabilité¢ a pH 6,9 et un maximum a pH
6,7 alors que la stabilité thermique du lait de type B augmente continuellement en fonction

du pH (Singh, 2004; O’Connell et Fox, 2000; Singh et Creamer, 1992).
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Figure 1.17 Profil de stabilité a la chaleur en fonction du pH (Adapté de Singh, 2004).

Le minimum de stabilité peut étre supprimé en modifiant la composition du lait. Une 1égére
diminution de la concentration totale en ions calcium et magnésium, de 1’ordre de 11 a
13 mM, ¢limine le minimum alors qu’une augmentation diminue la stabilité pour tous les
pH. L’addition de phosphates augmente le HCT, et la diminution de phosphate soluble
déplace le profil vers les valeurs alcalines. L’addition de citrate a pour effet de déplacer le

maximum vers des valeurs plus acides. Le retrait de 40 % du phosphate de calcium
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colloidal augmente le HCT entre pH 6,4 et 7,4 alors que le retrait plus prononcé, de I’ordre
de 60 a 100 %, n’augmente le HCT qu’entre pH 6,4 et 7,0 et présente un effet déstabilisant
a pH plus élevé (Singh, 2004).

L’urée est le seul constituant indigéne du lait dont la présence corréle fortement avec les
variations normales de stabilité a la chaleur. L’addition a de faibles concentrations n’affecte
pas le HCT dans la région du maximum mais a forte concentration elle augmente le HCT
(Singh, 2004). De plus, il est bien établi que I’urée est apte a stabiliser a la chaleur le lait de
type A dans la région du pH de stabilit¢ maximale et du lait de type B a travers les pH de
6,4 27,4 (Holt et al., 1978).

La relation entre les protéines du lactosérum et la stabilité a la chaleur est bien établie pour
le lait de vache : la B-LG et la x-CN sont les protéines qui ont le plus d’influence sur le
profil du temps de coagulation a la chaleur (HCT). De plus, la B-LG est nécessaire au
développement d’un profil de type A. En effet, la stabilité des micelles de caséines en
absence de protéines sériques augmente continuellement avec le pH alors que 1’addition de
B-LG a une dispersion de micelles de caséines introduit un minimum et un maximum dans
le profil de stabilité. D’autre part, I’enrichissement du lait en k-CN accroit la stabilité¢ dans

la région du minimum et convertit un lait de type A en lait de type B (Singh, 2004).

De nombreux additifs peuvent modifier le profil de stabilité¢ a la chaleur en fonction du pH.
Leimyms agents bloqueurs de thiols tel le N-ethylmaleimide réduisent le HCT dans la
région du max. L’addition d’agents réducteurs, tel le 2-mercaptoéthanol, déstabilise le lait
sur toute la gamme de pH. L’addition d’agents oxydants, tel le KBrO,4, éliminent le
minimum dans la courbe HCT-pH. Le KIOs, pour sa part, a un effet stabilisant marqué a
travers la gamme de pH 6,5 a 7,3. Le formaldéhyde augmente la stabilité, particulierement
dans la région du minimum qui est éliminé. Les détergents anioniques, comme le SDS,
augmentent la stabilité dans la région du minimum mais déplacent aussi la courbe vers des
pH plus élevés. Les détergents cationiques, tel le cetylmethylammonium, déplacent aussi la
courbe dans le méme sens mais augmentent au contraire la stabilit¢ dans la région du
maximum. Finalement, les extraits riches en polyphénols, comme [’acide caféique,

contribue a augmenter le HCT, surtout dans la région du minimum (Singh, 2004).
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1.4.3.7 Coagulation a la chaleur
La coagulation du lait suite a un chauffage prononcé a des températures entre 120 et 140 °C
est une conséquence de la perte de stabilit¢é de la micelle résultant de nombreux

changements physiques et chimiques de ses composants.

Les traitements de chaleur modifient a la fois les micelles de caséines et I’environnement de
la phase sérique autour d’elles. Les changements qui ont lieu dans les micelles de caséines
elles-mémes sont I’association des protéines sériques, les changements des équilibres
minéraux, la déphosphorylation et la dissociation des caséines. Dans la phase sérique, des
changements de pH et la concentration des sels solubles sont observés ainsi que I’hydrolyse

du lactose. (Singh, 2004).

1.4.3.7.1 Changement dans les micelles de caséines

Le pH de chauffage a une grande influence sur 1’é¢tendue de 1’association des protéines
sériques aux micelles de caséine. A des valeurs de pH inférieures a 6,8, une vaste majorité
des complexes de protéines sériques demeure associée a la surface de la micelle de caséine.
A des valeurs de pH plus élevées, les agrégats de protéines sériques demeurent dans le
sérum et la k-CN se dissocie de la micelle. Singh mentionne que le mécanisme exact n’est
pas encore ¢lucidé. Il serait possible que les interactions entre la B-LG et la k-CN aient lieu
dans la micelle et que le complexe se dissocie dans la phase sérique ou encore que le
complexe soit formé dans le sérum. Néanmoins, la présence de protéines du lactosérum
accroit de facon marquée la dissociation de la k-CN micellaire a des valeurs de pH>6,9.
D’autres caséines (a5, 052 €t B) se dissocient de la micelle lors du chauffage mais de fagon

beaucoup moins marquée (Singh, 2004).

Selon le pH au chauffage, deux types de particules de caséine sont produites avec une
structure et une stabilité différente. L’association des protéines du lactosérum aux micelles
a des pH<6,8 modifie la surface des particules de caséine. Il a ét¢ démontré récemment que
I’association de protéines sériques dénaturées avec les micelles de caséine augmente leur
taille et que le potentiel zeta des micelles enveloppées de protéines sériques est plus grand

que celui des micelles natives, ce qui contribue a la stabilité des ces particules (Anema et
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Li, 2003). En conséquence, les micelles enveloppées de protéines sériques sont plus stables
a la chaleur, aux ions calcium, a 1’éthanol et a la présure que les micelles de caséines

natives (Singh et Fox, 1986).

Les micelles de caséine appauvries en k-CN formées par chauffage du lait a pH>6,8 ont un
potentiel zeta réduit et présentent une sensibilité accrue aux ions calcium, a I’éthanol et a la
chaleur comparativement aux micelles natives. Cependant, la détermination de I’état
moléculaire de la k-CN qui se dissocie de la micelle est compliquée par le fait que, lors du
chauffage, les protéines sériques interagissent avec celle-ci via des réactions d’échange
thiols-disulphide. L hypothése avancée par Singh (2004) pour expliquer la dissociation de
la k-CN a pH légerement alcalin repose sur les interactions hydrophobes qui seraient
insuffisantes pour retenir la k-CN une fois une valeur critique de charge de surface atteinte.
Les répulsions électrostatiques entre la x-CN et les autres composantes de la micelle
causeraient alors la dissociation. L’autre hypothése implique la conversion du phosphate de
calcium colloidal en une forme alternative moins apte a lier les molécules de caséine et de
maintenir la structure de la micelle. Cependant, puisque ’attachement de la x-CN a la
micelle n’implique pas de phosphate de calcium colloidal, un tel changement influencerait

la dissociation des autres caséines mais trés peu la dissociation de la k-CN (Singh, 2004).

1.4.3.7.2 Changements dans la phase sérique

Le chauffage affecte aussi la phase sérique qui entoure les micelles. En effet, le pH du lait
décroit graduellement avec I’augmentation du temps de chauffage a 140 °C. De plus, les
traitements thermiques diminuent les concentrations de phosphate soluble ainsi que du
calcium soluble et ionique. Toutefois, 1’activité de 1’ion calcium, qui dépend du pH initial

du lait, décroit pendant le chauffage malgré que le pH diminue (Singh, 2004).
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1.4.3.7.3 Meécanismes de coagulation du lait a la chaleur

Un mécanisme pour expliquer les profils HCT-pH des laits a été¢ développé. Tout d’abord,

la courbe HCT-pH est divisée en deux régions en fonction du pH (Figure 1.18).
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Figure 1.18. Interactions induites par la chaleur selon le pH (Singh, 2004).

Dans la région I (pH<6,8), la stabilit¢ des micelles est assurée par le recouvrement en

protéines sériques, A pH bien en-dessous du maximum de stabilité, le lait coagule

rapidement a cause du faible pH et de la diminution des répulsions ¢€lectrostatiques. De

plus, les grandes quantités de protéines sériques associées aux micelles peuvent favoriser

I’agrégation des particules de caséine par réticulation des protéines sériques liées a des

micelles différentes. La présence d’un maximum (pH=6,7-6,8) dans les profils de stabilité a

la chaleur est attribuable a la plus grande stabilit¢ des micelles recouvertes de protéines

sériques. La formation du complexe B-LG-k-CN a la surface des micelles de caséine altere

les interactions stériques et électrostatiques et prévient la dissociation de la k-CN micellaire

(Singh, 2004; O’Connell et Fox, 2003).
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Dans la région II, la stabilité thermique décroit suite a la dissociation de la k-CN micellaire
qui avait un effet stabilisant. Le minimum de stabilité¢ dans le profil HCT-pH est le résultat
de la coagulation induite par les sels des micelles appauvries en k-CN, plus sensibles a la
présence d’ions calcium. A pH supérieur au minimum de stabilité, et ce méme si la
dissociation de la k-CN micellaire augmente, il y a accroissement de la stabilit¢ thermique
grace a ’augmentation de la charge protéique et de la faible activité de I’ion calcium

(Singh, 2004; O’Connell et Fox, 2003).

Cependant, O’Connell et Fox (2003) ont émis une hypothése alternative pour expliquer la
dépendance au pH de la stabilité¢ thermique du lait qui amplifie le role joué par le calcium.
Toutefois, cette hypothése n’explique pas la dissociation de la k-CN a pH>6,9, telle

qu’observée par de nombreux chercheurs (Singh, 2004).

1.5 Electrolyse 2 membrane

Les ¢lectrotechnologies, basées sur la 1’utilisation d’électrodes qui peuvent ajouter ou
retirer des €lectrons a des especes, sont largement utilisés dans le recouvrement de métaux
lourds des eaux usées, la dépollution d’air contaminé et le recyclage d’effluents (Pletcher et
Weinberg, 1992b). Certaines sont des technologies « vertes » puisqu’elles ne produisent
pas d’effluents et qu’elles n’utilisent ni ne produisent de matériel toxique. La technologie
est basée sur I’utilisation de cellules électrolytiques, combinées ou non & des membranes
perméables aux ions, qui utilisent I’énergie €lectrique pour forcer des réactions a la surface
d’une électrode immergée dans le liquide a traiter. Ces cellules fonctionnent en mode

continu, semi-continu et discontinu (Pletcher et Weinberg, 1992a,b).

1.5.1 Principe

Les modifications chimiques qui ont lieu dans une cellule d’électrolyse sont déterminées
par trois facteurs a savoir les réactions d’oxydation a I’anode, les réactions de réduction a la
cathode et la nature des especes chimiques circulant a travers des séparateurs entre les
¢lectrodes. Les séparateurs sont le plus souvent des membranes qui peuvent étre perméable
aux anions ou au cations (Pletcher et Weinberg, 1992a,b). Les membranes laissent passer le

courant et sont utilisées pour permettre 1’équilibre des charges du systéme. La neutralité
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¢lectrique évite une éventuelle oxydation, a I’anode, de ’espéce réduite a la cathode et
vice-versa (Bazinet et al., 1998). Dans le cas de I’¢électroréduction, les électrons fournis par
une source de courant sont transférés de la cathode aux espéces en solution et les cations
circulent de I’anode vers la cathode a travers une membrane de telle sorte qu’une charge
équivalente a celle transférée aux €lectrodes soit transportée a travers la membrane (Bazinet
et al., 1998 ; Pletcher et Weinberg, 1992a,b). De ce fait, un composé n’est oxydé que si un
autre est réduit (Bazinet ef al., 1998).

1.5.2 Applications connues

De nombreuses applications des traitements d’électrolyse dans le monde alimentaire ont été
développées. Les traitements électrolytiques sont utilisés pour coaguler les protéiques
sériques (Janson et Lewis, 1994), prévenir le brunissement du jus de pomme (Tronc et al.,
1998), produire du tofu (Hara et al., 2003) et obtenir de 1’huile de canola hydrogénée
comportant moins d’acides gras trans (Mondal et Lalvani, 2003). De le domaine laitier, un
brevet a été obtenu pour la production de poudre de lait de meilleure saveur et odeur (Inoue
et al., 2003). La seule application connue de I’¢lectroréduction dans le secteur laitier est la
réduction, jusqu’a 39 % sous certaines conditions, des ponts disulfures des protéines de
lactosérum (Bazinet et al., 1997). Ces travaux ouvrent la voie a I’empéchement possible de
I’oxydation des groupements thiols de la B-lactoglobuline menant a la fixation de celle-ci

sur la k—caséine par I’application d’un traitement d’¢électroréduction au lait.

1.5.3 Cellule d’électrolyse

Une cellule d’¢lectrolyse a membrane pour I’électroréduction en mode statique est
généralement composée de deux électrodes métalliques immergées dans des électrolytes
séparés par une membrane cationique (Bazinet et al., 1998). La Figure 1.19 illustre une
cellule de verre typiquement utilisée en laboratoire. La solution a traiter est placée dans le
compartiment cathodique alors qu’un acide dilué est placé dans le compartiment anodique.
Une membrane cationique de grade alimentaire assure la séparation des liquides tout en
laissant passer le courant et les cations pour assurer 1’¢lectroneutralité¢ (Bazinet e al.,
1998). Les ¢électrodes d’acier inoxydable sont reliées a un générateur de courant et divers

appareils de mesure peuvent étre introduits dans le systéme. Une électrode de référence est
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insérée tout pres de la cathode afin de controler le potentiel appliquée a celle-ci.
Finalement, les compartiments sont munis de barreaux magnétiques pour permettre une
agitation constante dans le but de minimiser les zones de polarisation, le colmatage a la

surface de la membrane et la formation de dépdts a la surface des électrodes.
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Figure 1.19 Schéma d’une cellule d’¢lectrolyse a membrane, de type « statique ».
1.6 Approche proposée

1.6.1 Réduire la sensibilité a I’oxydation

A notre connaissance, aucune étude n’a porté sur la modulation du potentiel
d’oxydoréduction (redox) pour contrdler les réactions d’oxydation dans le lait. La valeur du
potentiel redox (ORP) est une mesure de I’affinité pour les électrons ou du potentiel a
donner des électrons d’un systeme redox. Plus le potentiel redox est négatif, plus la
tendance a donner des électrons est grande. Le potentiel redox augmente donc avec
I’augmentation d’énergie des électrons (Patushenko ef al., 2000). Certaines études ont
étudié I’effet de 1’ajout de substances chimiques anti-oxydantes dans le lait avec des

résultats mitigés (Halliwell et al., 1995). De plus, ces substances ne sont pas toutes
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permises dans le lait et le consommateur est réticent a 1’ajout d’additifs chimiques. Pour
contourner ce probléme, nous proposons la modulation du potentiel redox par électrolyse a
membrane pour augmenter stabilité lait a la chaleur. Le procédé d’¢électrolyse a membrane
utilise I’énergie électrique pour forcer des réactions a la surface d’une cathode inerte en
contact avec le produit a traiter (Wang et al., 1991). Les réactions qui surviennent a la
cathode sont responsables de la réduction des especes actives et de I’abaissement du ORP.
Les protons utilisés sont remplacés par ceux de ’anolyte qui traversent la membrane
cationique pour maintenir I’électroneutralité de la solution. Une telle cellule d’¢électrolyse a
été utilisée par Bazinet et collaborateurs (Bazinet et al., 1997) pour réduire les ponts
disulfures de la B-LG. Par cette technologie, il sera possible de contrdler la concentration
d’oxygeéne dissous dans le lait, le potentiel redox et I’état d’oxydation des especes
chimiques actives pour augmenter la stabilité du lait a la chaleur et ainsi prévenir les pertes
de lysine, I’apparition de la coloration brune et la coagulation a 1’entreposage des laits

stérilisés, tout en favorisant I’attaque du lait a la présure en fabrication fromagere.



Chapitre 2 Hypothése, but et objectifs

2.1 Hypothése
Aprées une revue détaillée de la littérature sur les modifications causées au lait par la chaleur
et du principe d’électroréduction, il est légitime de s’interroger sur la relation entre ces

deux concepts. L hypothése ayant motivée nos travaux de recherche est donc la suivante :

« L’application d’un traitement d’électroréduction au lait permet de créer un
environnement réducteur prévenant la lactosylation et la formation du complexe k-

caséine : [Flactoglobuline. »

2.2 But

Le but de cette étude était d’acquérir des connaissances sur l’effet du traitement
d’¢électroréduction sur les modifications encourues par le lait lors d’un traitement
thermique. Ces nouvelles connaissances seront utiles a I’amélioration des procédés de
pasteurisation et de stérilisation pour en diminuer I’impact négatif des traitements

thermiques sur les propriétés technologiques du lait
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2.3 Objectifs

Les objectifs poursuivis par ces travaux sont les suivants.

o Déterminer I’aptitude a la coagulation a la présure des laits ¢électroréduits chauffés a
75 °C;
0 Mesurer I’interaction entre la caséine-k et la B-lactoglobuline dans les laits
chauffés,
0 Etablir la cinétique de coagulation par la présure du lait soumis a un
traitement de chaleur a 75 °C,
0 Déterminer les bilans fromagers;
. Déterminer la stabilité thermique du lait ¢électroréduit chaufté a 140 °C;
0 Mesurer I’interaction entre la caséine-k et la B-lactoglobuline dans les laits
chauffés a 140 °C,
0 Mesurer la dégradation du lactose et la production d’acides organiques,
0 Etudier la sensibilité au brunissement non-enzymatique induit par la chaleur,
0 Mesurer la dégradation de la lysine,
0 Etablir la cinétique de coagulation 4 la chaleur en fonction du pH.

Les dispositifs expérimentaux mis en ceuvre pour l’atteinte du premier objectif sont

présentés aux chapitres 3 et 4 alors que le chapitre 5 porte sur le deuxieéme objectif.



Les travaux de ce chapitre ont été réalisés apres des essais préliminaires avec une cellule
d’électrolyse de configuration différente pouvant fonctionner en modes statique et continu.
Cependant, la conception déficiente de la cellule d’électrolyse entrainait un colmatage
important de la membrane. Les travaux ont donc été repris avec une nouvelle cellule
d’électrolyse, dite en « H », fonctionnant en mode statique. Puisque [’objet de ce mémoire
n’est pas l'optimisation d’un procédé d’électroréduction appliqué au lait mais bien
d’acquérir des connaissances sur [’effet du traitement d’électroréduction sur les
modifications encourues par le lait lors d’un traitement thermique, les paramétres
d’électroréduction ont été fixés apres des essais préliminaires. Le potentiel appliqué a été
choisi pour éviter d’engendrer [’électrolyse de [’eau présente dans le lait, qui se manifeste
par ['apparition de bulles dans le lait. L’intensité des traitements thermiques appliqués
pour les travaux du présent chapitre et du suivant sont modérés et, par opposition a ceux
du chapitre 5, ces traitements sont dits « a basse température ». Toutefois, ces traitements
sont suffisants pour engendrer des modifications dans le lait. Dans ce chapitre, nous avons
voulu vérifier si I’application d’un traitement d’électroréduction au lait avant chauffage
améliorait son aptitude a la fabrication fromagere par la détermination des cinétiques de

coagulation par la présure.



Chapitre 3 Aptitude a la coagulation par la présure des
laits traités a 75 °C

3.1 Résumé

Les traitements thermiques appliqués au lait altérent ses propriétés coagulantes, ce qui rend
le lait chauffé impropre a la fabrication fromagere. Les études démontrent qu’une
augmentation de la température de chauffage se traduit par I’augmentation du temps de
prise et que la formation du complexe B-LG-x-CN serait responsable de la baisse de
sensibilité a la chymosine (Morgan et al., 2000; Lucey, 1995; Singh et al., 1988). Le but de
cette étude ¢tait d’évaluer si ’application d’un traitement d’¢lectroréduction peut limiter la
fixation de la B-LG et accroitre 1’aptitude a la coagulation du lait. L’interaction entre la
B-LG et la k-CN, ainsi que les cinétiques de coagulation par la présure, ont ét¢ mesurées
sur le lait témoin et ¢lectroréduit, de méme que sur un lait dégaz¢é puisqu’une diminution de
la concentration en oxygene dissous est observée lors du traitement d’électroréduction. Un
traitement thermique a 75°C a ensuite été appliqué pour une période variant de
4 a 64 minutes. Le traitement d’électroréduction n’a pas réduit la quantité¢ de B-LG fixée a
la micelle aprés le traitement thermique mais a modulé 1’aptitude du lait a la coagulation
par la présure. Le temps de prise des gels de lait électroréduit est inférieur a celui des gels
de lait dégazé ou témoin, alors que I’indice de fermeté est supérieur. Ces propriétés se
révelent intéressantes pour 1’industrie fromagere car elles témoignent d’une meilleure
organisation du réseau de para-caséine qui pourrait se traduire par des rendements

fromagers accrus.

3.2 Introduction

Le lait chauffé est impropre a la fabrication fromagére car les traitements thermiques
altérent les propriétés coagulantes du lait (Vasbinder et al., 2003). Les études démontrent
qu’une augmentation de la température de chauffage se traduit par I’augmentation du temps
de prise et la formation du complexe B-LG-x-CN serait responsable de la baisse de
sensibilité a la chymosine (Morgan et al, 2000; Lucey, 1995; Singh et al., 1988). Puisque la
fixation de la B-LG sur la k-CN en surface des micelles résulte de 1’oxydation d’un

groupement thiol, le dispositif expérimental mis en oeuvre vise a vérifier si la création d’un
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milieu réducteur grace a I’¢électroréduction, en amont du traitement thermique, peut limiter
la fixation de la B-LG et accroitre I’aptitude a la coagulation du lait. Pour ce faire,
I’interaction entre la B-LG et la x-CN, ainsi que les cinétiques de coagulation par la

présure, seront mesurées.

3.3 Matériel et méthode

3.3.1 Plan expérimental
Un dispositif expérimental avec trois traitements appliqués au lait (témoin, dégazé,
¢lectroréduit) et six niveaux de traitement thermique a 75 °C (0, 4, 8, 16, 32 et 64 min) était

réalisé en trois répétitions.

3.3.2 Préparation des échantillons

3.3.2.1 Réception et écrémage

Le lait crii de mélange utilisé lors du projet provenait de chez Parmalat (St-Hyacinthe, QC).
Suite a sa réception, le lait était écrémé par centrifugation (Sorvall RC-5B, rotor SLA-3000,
25 min, 4 °C, 2700 x g). De I’azoture de sodium était ajouté au taux de 0,02 % comme
agent de conservation. Le pH du lait était ajusté a 6,55 avec ’acide lactique 20 %. La
composition du lait en gras, protéine, lactose, solides non gras et solides totaux était
mesurée par interférométre a infrarouge a transformée de Fourier (MilkoScan FT120, Foss
North America, Eden Prairie, USA). Le lait était standardisé a 3,05 % (p/p) de protéine en
diluant avec du perméat de lait cru obtenu par ultrafiltration a flux tangentiel avec une
membrane au seuil de coupure de poids moléculaire 30 kDa (Minitan, membrane PM30
#PTTK OMP 04 ou PM30 #PLTK OMP 04, Millipore, MA, USA). Le lait cri écrémé était

conservé dans des bouteilles de polyéthyléne a 4 °C jusqu’a utilisation.

3.3.2.2 Dégazage
Le lait dégazé était obtenu par agitation sous vide pendant 30 min puis sous jet d’azote

pendant 30 min.
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3.3.2.3 Electroréduction

Le lait écrémé était traité dans une cellule d’¢lectrolyse en verre d’une capacité de 280 ml
constituée d’une électrode de travail (ET) et d’une contre-électrode (CE) de 37 cm’
chacune en acier inoxydable séparées par une membrane de grade alimentaire perméable
aux cations de 19,64 cm’ (Neosepta CMX-SB, Electrolytica Inc., USA). Les électrodes
¢taient conditionnées par passage a I’acide chlorydrique 5 N entre chaque utilisation. Un
volume de 280 mL de lait était placé dans le compartiment de la cathode alors que 250 mL
d’acide sulfurique 0,1 N était utilis¢ dans le compartiment de 1’anode. Une électrode de
référence maison (ER) de type Ag/AgCl était utilisée pour mesurer le potentiel a 1’¢lectrode
de travail. Deux électrodes pour la mesure du potentiel redox et de 1’oxygeéne dissous
¢étaient insérées dans le compartiment cathodique. Le courant électrique était fourni par un
potentiostat (410 Potentiostatic Controller, 420A Accessory Power Unit, 640 Digital
Coulometer, ESC, USA) et la différence de potentiel appliquée était de -1,4 V (ET/ER)
pendant 60 minutes. L’intensité du courant et la différence de potentiel (ET/CE) étaient
enregistrés par des multimetres (189 True-RMS Multimeter, Fluke Corporation, USA).
Trois électroréductions étaient effectuées pour obtenir un volume suffisant pour les
analyses apres quoi le lait était combiné sous jet d’azote puis rangé a 4 °C pendant 24

heures dans une bouteille de verre jusqu’a la mise en tube pour le traitement thermique.

3.3.3 Potentiel redox et oxygene dissous

Un pH-meétre en mode de lecture mV (pH-Meter 140, Corning, USA) avec une électrode
combinée au fil de platine (6.0402.100, Metrohm, USA) était utilisé pour mesurer le
potentiel redox. L’¢lectrode a potentiel redox était calibrée avant utilisation dans une
solution standard a +250 mV a 20 °C (6.2306.020, Metrohm, USA) avec une tolérance de
+5mV.

L’oxygéne dissous était mesuré avec un moniteur et une électrode Orion (Orion 850A plus,
¢lectrode 083005D, Thermo Electron Corporation, USA). La calibration des ’¢lectrode a
oxygene dissous était vérifiée quotidiennement dans une solution de bisulfite de sodium 6

% pour obtenir une lecture inférieure a 1 ppm en moins de 60 secondes.
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3.3.4 Traitement thermique

Les laits témoin, dégazé et électroréduit ont été soumis a un traitement thermique a 75°C
pour une période variant de 4 a 64 min dans un bain thermostaté. Pour ce faire, des
aliquotes de 13 ml de lait étaient prélevés et mis en tubes de verre (16x100 mm) a bouchons
vissés. Les tubes de lait dégazé et électroréduit était fermés sous jet d’azote. Les tubes
disposés aléatoirement dans des supports a éprouvette en plastique pour chaque temps de
chauffage. Les supports étaient plongés conjointement dans le bain maintenu a 78 °C et
rempli pour obtenir un niveau d’eau tout juste sous le bouchon. Le temps nécessaire a
Iatteinte de la température cible (75 °C) dans les tubes de contrdle était de 4 min 30 sec. A
ce moment, le chronomeétre était démarré et le controle de température du bain ajusté a 75,2
°C. Les supports étaient prélevés a 4, 8, 16, 32 et 64 minutes et plongés immédiatement
dans un bain d’eau glacée pour refroidir les tubes a 4 °C en moins de 2 minutes. Par la

suite, les échantillons étaient réfrigérés a 4 °C pendant 18 heures avant analyse.

3.3.5 Analyses physico-chimiques

3.3.5.1 Pouvoir tampon

Le pouvoir tampon des laits témoin, dégazé et électroréduit a été mesuré par titration de 30
grammes de lait tempéré a 22 °C a I’aide du titrateur TIM865 (électrode pH C-2001-8,
sonde de température T201-A, Radiometer Analytical SAS, Lyon, France) utilisant du HCI
0,5 N a un débit de 0,15 ml/min sous agitation magnétique pour abaisser le pH de 7,0 a 3,0.
Le pouvoir tampon a été déterminé comme étant la quantité d’acide utilisée (ml HC1 0,5 N)

pour faire passer le pH de 5,5 4 4,5.

3.3.5.2 Diamétre micellaire

Le diametre micellaire a ét¢ mesuré a 25 °C selon la technologie Non-Invasive Back-
Scatter (ZetaSizer Nano ZS, Malvern Instruments, Southborough, MA, USA). Les
échantillons de lait ont été préparés immédiatement avant la lecture par dilution 1:50 dans
du perméat de lait cru et filtration avec un filtre de 0,45 um (Millipore, Billerica, MA,
USA). Les lectures ont été prises a 25 °C en duplicata. La cuvette de quartz était rincée

trois fois a 1’eau distillée entre chaque échantillon et les mesures ont été prises en duplicata.
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3.3.5.3 Hydratation des micelles

L’hydratation des micelles a été¢ déterminée par le dosage de la teneur en humidité et en
protéine du culot obtenu suite a une ultracentrifugation (90 000 X g, 2 h., 30 °C, Beckman

L8-70M, rotor 60 TI, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA).

L’hydratation des micelles a été calculée comme suit :

(1)
humidité du culot (g eau/100g culot) = hydration de micelles (g eau/g protéine)
teneur en protéines du culot (g protéines/100g culot)

La teneur en humidité du culot a été¢ déterminée par différence de poids suite a une
lyophilisation de 48 heures avec un vide a 200 microns (Virtis SE-08, SP Industries

Company, Gardiner, NY, USA) et un séchage (100 °C, 5 heures).

La teneur en protéines du culot a été déterminée par Kjeldahl (Kjeltec 1030, Foss North
America, Eden Prairie, USA) en utilisant un facteur de conversion d’azote de 6,38 pour les

protéines laitieres. Les échantillons étaient analysés en duplicata.

3.3.5.4 Teneur en protéine du surnageant

La concentration en protéines dans le surnageant a ¢été¢ déterminée par mesure de la densité
optique a 280 nm. Les échantillons étaient dilués 1 :20 dans du tampon dissociant (50 mM
EDTA, 8 M urée, pH=10,00) et la densité optique a 280 nm mesurée au spectrophotometre
(Beckman DU-65, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA). Les échantillons étaient
préparés en triplicata. Une courbe standard construite a partir d’un isolat de protéines de

lactosérum (Bipro, Davisco Food International Inc., Eden Prairie, MN, USA) a été utilisée.

3.3.5.5 Détermination des protéines du surnageant
La détermination des protéines du surnageant a été effectuée par HPLC en phase inverse
(System Gold, Beckman, pompe modele 126, détecteur modele 166, échantillonneur

modele 507) avec une colonne Vydac C4 (Chromatography Sciences Company Inc., St-
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Laurent, QC, Canada) et un détecteur ultraviolet, fixé a 214 nm, en appliquant un gradient

linéaire eau/acétonitrile (adapté de Jaubert et Martin, 1992).
Tampons utilisés

. Tampon A : 0,1 % acide trifluoroacétique (TFA) dans de 1’eau déionisée
o Tampon B : 0,096 % TFA dans un mélange acétonitrile 80 %- eau déionisée 20 %

Condition appliquée

o Gradient d’¢lution 65 a 50 % de tampon B en 15 min

Les échantillons dilués a une concentration d’environ 3 mg/ml dans le tampon A étaient
filtrés sur un colonne de désalage (HiTrap Desalting Column, Amersham Pharmacia
Biotech, NJ, USA) puis sur un filtre de 0,45 um (Millipore, Billerica, MA, USA). Les
facteurs de correction utilisés pour les coefficients d’extinction molaire a 214 nm étaient

respectivement de 0,81, 0,75 et 1 pour la BSA, I’a-lactalbumine et la B-lactoglobuline.

Le pourcentage de protéine a été calculé comme suit :

2

% protéine = aire x facteur de correction x 100/somme des aires corrigées

3.3.5.6 Concentration en thiols

Les thiols totaux étaient mesurés par densité optique dans le surnageant apres
ultracentrifugation suite a la réaction avec le réactif d’Ellman (Beveridge et al., 1974). Les
échantillons étaient dilués a concentration protéique 0,5 % dans du tampon (8 M urée,
0,086 M tris, 0,004 M EDTA, 0,09 M glycine, pH=8,0). Par la suite, 1 ml d’échantillon
dilué était ajouté a 2 ml de tampon. La solution était transférée dans une cuvette a laquelle
30 pl de 5,5'-Dithiobis-(2- acide nitrobenzoique) (DTNB) 10 mM était ajouté directement.
Aprés un délai de 5 minutes pour favoriser le développement de la couleur, la densité
optique a 412 nm ¢était enregistrée (Beckman DU-65, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA,
USA). Les échantillons étaient préparés en triplicata. Une courbe standard construite a

partir de L-cystéine a été utilisée pour la détermination du coefficient d’extinction molaire.
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3.3.5.7 Teneur en minéraux

Les minéraux totaux (Ca, Na, Mg, K et P) des échantillons de lait témoin, dégazé et
¢lectroréduit ainsi que les minéraux solubles dans les surnageants de ces mémes laits
soumis a différents temps de chauffage ont ét¢ déterminés par spectroscopie de plasma a
couplage inductif (Applied Research Laboratories ICP Model 3510 PC Spectrometer,
Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, USA) Les échantillons étaient préparés en

triplicata.

3.3.6 Propriété technologique

3.3.6.1 Cinétique de coagulation

La cinétique de coagulation aprés ajout de présure était déterminée a 34 °C selon la
méthode de Robitaille et al. (2004) en utilisant un lecteur de microplaque a 96 puits (EL808
Ultra Microplate Reader, Bio-Tek Instruments Inc., USA). La présure commerciale
(Maxiren, Seclin, France) était préalablement diluée a une concentration de 0,0055 % dans
du perméat de lait cru puis 10 pl étaient ajoutés a 90 ul d’échantillon de lait au fond des
puits. La densité optique a 650 nm était enregistrée aux 30 secondes pendant 90 minutes.
Les paramétres de coagulation étaient obtenus par 1’ajustement des lectures de densité

optique au modele mathématique a 5 parameétres suivant :

3)
F(x) = (a-d)/(1+(x/c)?)*+d

Ou  a=valeur minimale
b = coefficient de pente
¢ = coefficient du point d’inflexion
d = valeur maximale
e = coefficient de symétrie

Le temps de prise (Tig), I'indice de fermeté finale (DO.), la vitesse maximale de
coagulation (Viax), ainsi que le temps (TVmax) et la densité optique (DOV ) nécessaires
pour atteindre Vi, ont été extraits du modele. Les paramétres de coagulation sont illustrés

a la Figure 3.1. Les cinétiques de chaque échantillon étaient mesurées en triplicata.



60

3,0

Dooo

2,5

Densité optique

80 90 100

Temps (min)
Figure 3.1 Parametres de coagulation extraits du modele.

3.3.7 Analyse statistique
L’analyse statistique a été réalisée selon un dispositif expérimental factoriel en blocs
complet a 1’aide de la procédure GLM du logiciel SAS v 8.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC,

USA) ou les blocs correspondaient aux trois répétitions du bloc expérimental.

3.4 Résultats

3.4.1 Traitement d’électroréduction

Le traitement d’électroréduction abaisse le potentiel redox apparent du lait de 405 + 76 mV
en moyenne au départ pour atteindre —280 + 59 mV aprés 60 minutes de traitement.
Parallélement, une diminution de la concentration en oxygene dissous du lait de plus de 86
% est observée. De 8,80 = 1,16 ppm au départ, la concentration en oxygene dissous est
réduite a 1,16 £ 1,02 ppm apres traitement d’électroréduction. La Figure 3.2 illustre les
chutes de potentiel redox apparent et d’oxygeéne dissous dans le lait en cours de traitement

d’électroréduction.
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Figure 3.2 Effet de la durée du traitement d’électroréduction (min) sur le potentiel redox
apparent (mV) et la concentration en oxygene dissous (ppm) du lait.

3.4.2 Analyses physico-chimiques

3.4.2.1 Pouvoir tampon

Le pouvoir tampon des laits témoin, dégazé et électroréduit non chauffés a été déterminé.
Les résultats obtenus sont présentés en annexe au Tableau A.l. L’analyse révéle que le
pouvoir tampon n’est pas modifié par le traitement appliqué au lait et s’établit en moyenne

a 1,75+ 0,08 ml HCI1 0,5 N pour faire passer le pH de 30 ml de lait de 5,5 a 4,5.

3.4.2.2 Diameétre micellaire

Le temps de chauffage des laits a eu un effet (p=0,0322) sur la taille des micelles de
caséines des laits tel qu’illustré a la Figure 3.3. Une légere contraction des micelles de
caséine (~3 nm) est observée pour les courtes périodes de chauffage et le diamétre minimal
est atteint apres 4 minutes. On observe ensuite une augmentation du diamétre avec
I’augmentation du temps de chauffage. Les données sont présentées en annexe au Tableau
A.2. Quant au traitement préalable du lait par dégazage ou électroréduction, il n’a eu aucun

effet sur I’évolution de la taille micellaire pendant le chauffage (p=0,2637).
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Figure 3.3 Effet du temps de chauffage a 75 °C sur le diameétre micellaire (nm) des laits.

Erreur-type : 0,4 nm

3.4.2.3 Hydratatio

n des micelles de caséine

Le temps de chauffage des laits a eu un effet (p=0,0080) sur le degré d’hydratation des

micelles de caséines

(Figure 3.4). Une diminution du degré d’hydratation est observée pour

les 16 premiéres minutes de chauffage, passant de 2,31 a 2,21 g eau/g protéine. Une tres

légere augmentation

de I’hydratation des micelles est par la suite observée pour les temps

de chauffage plus longs. Les données sont présentées en annexe au Tableau A.3. Le

traitement préalables des laits par dégazage ou électroréduction n’a eu aucun effet sur

I’évolution de I’hydratation des micelles pendant le traitement thermique (p=0,0707).
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Figure 3.4 Effet du temps de chauffage a 75 °C sur I’hydratation des micelles de caséines (g
eau/g prot.) des laits. Erreur-type : 0,01 g eau/g protéine.

3.4.2.4 Concentration et profil protéique du surnageant

Le temps de chauffage a eu un effet a la fois sur la concentration (p<0,0001) en protéines
du surnageant d’ultracentrifugation ainsi que sur la composition en o-lactalbumine
(p=0,0042) et B-lactoglobuline (p<0,0001) de ce surnageant. La concentration en protéines
diminue continuellement avec le temps de chauffage alors qu’elle passe de 1,12 a 0,86 %
en 64 minutes. Pendant cette période, la proportion de B-lactoglobuline diminue de 60 a
38 % de la protéine présente et la proportion d’a-lactalbumine diminue trés légérement,
passant de 21 a 19 %. La Figure 3.5 illustre ces résultats. Les données sont présentées en
annexe au Tableau A.4. Les traitements de dégazage ou d’¢électroréduction n’ont pas

influencé I’évolution de la concentration en protéine solubles pendant le chauffage du lait

(p=0,5722).
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Figure 3.5 Effet du temps de chauffage a 75 °C la concentration protéique totale et la
composition en B-lactoglobuline, a-lactalbumine et autres protéines du surnageant
d’ultracentrifugation des laits. Erreurs-types : concentration protéique =1,12 %,
B-lactoglobuline = 0,22 %, a-lactalbumine = 1,65 %.

3.4.2.5 Concentration en thiols totaux du surnageant

Le temps de chauffage a un effet sur la teneur en thiols totaux (p<0,0001) des protéines du
surnageant d’ultracentrifugation des laits. La concentration en thiols diminue de 48 % apres
64 minutes de chauffage pour passer de 15,3 a 7,9 uM/g protéine, tel qu’illustré a la Figure
3.6. Les données sont présentées en annexe au Tableau A.5. Les traitements de dégazage et

d’¢électroréduction n’ont pas influencé 1’évolution de la concentration des thiols pendant le

chauffage du lait (p=0,4387).
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Figure 3.6 Effet du temps de chauffage a 75 °C sur la concentration en thiols totaux (uM/g
prot.) du surnageant d’ultracentrifugation des laits. Erreur-type : 0,62 pM/g protéine.

3.4.2.6 Teneur en minéraux

La composition minérale des laits non-chauffés a ét¢ déterminée et 1’analyse révele qu’elle
n’est pas influencée par les traitements appliqués au lait. La concentration minérale s’établit
a 1080 £ 22, 731 £ 25 et 102 £ 3 ppm pour le calcium, phosphore et magnésium
respectivement. Ces valeurs sont prés des valeurs rapportées par la littérature de 1180, 896
et 105 ppm pour ces mémes ¢léments (Amiot et al, 2002). Les données sont présentées en

annexe au Tableau A.6.

La composition en minéraux solubles dans le surnageant d’ultracentrifugation des laits
chauffés a été déterminée et est présentée en annexe au Tableau A.7. Le temps de chauffage
a un effet sur la concentration en calcium (p=0,0046), phosphore (p=0,0145) et magnésium
(p=0,0124). Cet effet est présenté a la Figure 3.7. Les concentrations respectives de ces
minéraux diminuent jusqu’a atteindre 407 £ 7, 458 £9 et 70 £ 3 ppm aprés 64 minutes de
chauffage. Ces valeurs représentent des diminutions de 5,1, 5,4 et 7,8 % respectivement
pour le calcium, phosphore et magnésium. La littérature rapporte que les traitements
thermiques favorisent la minéralisation de la micelle car ils entrainent la réduction du
calcium et phosphore solubles (Ustunol et Brown, 1985). L’influence des traitements de
dégazage et d’¢lectroréduction sur la concentration en calcium (p<0,0001), phosphore

(p<0,0001) et magnésium (p=0,0004) des surnageants est présentée a la Figure 3.8. A cet
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égard, le surnageant de lait électroréduit présente une concentration de ces minéraux
inférieure a celles des surnageants de lait témoin et dégazé. Alors que la concentration en
calcium soluble du lait électroréduit s’établit a 408 = 10 ppm, celle des laits dégazé et
témoin sont de 423 + 7 ppm (p=0,0040) et 433 £ 14 ppm (p<0,0001). La concentration en
phosphore soluble est de 456 + 10 ppm pour le lait €lectroréduit, inférieure a 479 = 11 ppm
(p=0,0001) et 486 + 16 ppm (p<0,0001) pour les laits dégazé et témoin respectivement.
Finalement, la concentration en magnésium soluble du lait électroréduit est de 72 + 3 ppm,
encore une fois inférieure a celle des laits dégazé (p=0,0008) et témoin (p=0,0003) qui sont

respectivement de 76 = 1 et 76 + 4 ppm.
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Figure 3.7 Effet du temps de chauffage a 75 °C (0, 4, 8, 16, 32 et 64 min) sur la
concentration en calcium, phosphore et magnésium (ppm) des surnageants
d’ultracentrifugation des laits.

Les coefficients de détermination (R?) des droites de régression présentées sont
Ca=0,8871, P=0,9072 et Mg = 0,8002. Erreurs-types : Ca = 3,28 ppm, P = 4,02 ppm,
Mg = 0,79 ppm.
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Figure 3.8 Effet du traitement appliqué au lait (témoin, dégazé et électroréduit) sur la
concentration en calcium, phosphore et magnésium (ppm) des surnageants
d’ultracentrifugation des laits.

Les valeurs représentent les concentrations moyennes mesurées en cours de chauffage.
Erreurs-types : Ca = 3,28 ppm, P = 4,02 ppm, Mg = 0,79 ppm.

3.4.3 Propriétés technologiques

3.4.3.1 Cinétiques de coagulation par la présure

Les résultats obtenus pour les cinétiques de coagulation par la présure sont présentés au
Tableau A.8 en annexe. Une interaction traitement x temps de chauffage significative
(p=0,0325), présentée a la Figure 3.9, est observée pour I’indice de fermeté finale (DOv).
Le chauffage du lait entraine une diminution rapide de I’indice de fermeté des gels présure
qui atteint environ 12 % aprés 8 minutes. Une période de chauffage plus longue réduit
davantage la fermeté, mais le taux de réduction de fermeté est plus lent (environ
0,1 %/min). En général, I’indice de fermeté des gels produits a partir du lait électroréduits

est plus élevé que les indices mesurés sur les gels de laits témoins et dégazés.

Le temps de chauffage a un effet significatif sur la vitesse maximale de coagulation (Vmax)
(p=0,0001) présentée a la Figure 3.10. On observe une diminution de la vitesse de

formation du gel qui passe de 0,103 + 0,006 4 0,023 + 0,001 min™' lorsque le lait est chauffé
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pendant 64 minutes. Quant aux traitement d’électroréduction et de dégazage, ils n’ont eu

aucun effet sur la vitesse de coagulation (p=0,1230).

Le temps de prise (Tlag) est influencé significativement par le temps de chauffage
(p<0,001) et le traitement (p=0,0034). Une augmentation du temps de prise est observée
pour tous les laits pour les 8 premieres minutes de chauffage apreés quoi il diminue
continuellement. Le comportement du lait électroréduit est différent a la fois du lait dégazé
(p=0,0169) et du lait témoin (p=0,0010). Tres similaire pour les 8 premieres minutes, un
¢écart plus important et presque constant, d’environ 45 secondes, est observé par rapport au
lait témoin et dégazé. La Figure 3.11 illustre 1’effet du chauffage et du traitement sur le

temps de prise des laits.
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Figure 3.9 Effet du temps de chauffage a 75 °C sur I’indice de fermeté finale (DO.) des
laits témoin, dégazé et électroréduit. Erreur-type : 0,017.
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Figure 3.10 Effet du temps de chauffage a 75 °C sur la vitesse maximale de coagulation
(Vmax) des laits témoin, dégazé et électroréduit. Erreur-type : 0,006 min™.
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Figure 3.11 Effet du temps de chauffage a 75 °C et du traitement (témoin, dégazg,
¢lectroréduit) sur le temps de prise (Tlag) des laits témoin, dégazé et électroréduit.
Erreur-type : 0,230 min.
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3.5 Discussion

3.5.1 Effet du temps de chauffage

Le chauffage du lait entraine des modifications au milieu et les résultats obtenus
témoignent de ces changements. Tout d’abord, la concentration en protéines sériques, et
particulierement de la B-lactoglobuline, diminue par suite de la fixation sur la k-caséine des
micelles. Cette fixation, qui se fait par formation de pont disulfure, explique d’ailleurs en
grande partie la diminution de 48 % de la concentration en thiols observée aprés 64 minutes

de chauffage alors que la concentration en B-lactoglobuline diminue de 51 %.

Les modifications subies par le lait auquel un traitement thermique a été appliqué se font
sentir également sur les micelles dont le diamétre et le degré d’hydratation varient en
fonction du temps de chauffage. Tout d’abord, il y a diminution du diamétre et de
I’hydratation des micelles pendant les premiéres minutes de chauffage. Puisque la
température augmente I’entropie des molécules d’eau libre, il y a augmentation de ’effet
hydrophobe, causant la contraction des structures protéiques. Par la suite, une augmentation
des valeurs de diametre et d’hydratation est observée, en accord avec la littérature (Singh et
Fox, 1989). Les micelles chauffées augmentent de taille suite a la fixation de la
B-lactoglobuline en surface, contribuant ainsi a augmenter 1’hydratation des micelles,

davantage d’eau était retenue par le chevelu micellaire.

En dernier lieu, la concentration en minéraux solubles qui diminue en cours de chauffage
est un indice de minéralisation de la micelle suite a la précipitation du phosphate de

calcium.

3.5.2 Effet du traitement d’électroréduction

Par des essais (résultats non montrés) ou I’intensité du courant était mesurée aprés chaque
incrémentation de voltage, il a été déterminé que le potentiel auquel I’électrolyse de 1’eau a
lieu dans le lait cr est de —1,55 V. En conséquence, une marge de sécurité a été prise et un
potentiel de —1,4 V a été appliqué pour 1’¢lectroréduction du lait. Toutefois, il aurait été

possible d’appliquer un voltage légérement supérieur. Néanmoins, le traitement est
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relativement efficace puisqu’une diminution du potentiel redox a —-280 mV apres
60 minutes de traitement est observée. La mesure du potentiel redox du lait n’est pas aisée
puisque le milieu est complexe. Par conséquent, plusieurs systémes se superposent et il faut
plusieurs minutes pour que 1’équilibre avec I’électrode redox soit atteint. Les lectures
réalisées en cours de traitement sont donc des mesures de potentiel redox apparent mais
sont tout de méme les meilleures lectures disponibles étant donné les contraintes

techniques.

Le traitement d’électoréduction n’a pas modifié¢ la concentration des minéraux totaux du
lait crd. Ce résultat indique que le traitement est sans effet sur la balance minérale et que les
minéraux ne migrent pas, sous l’influence du courant électrique, a travers la membrane.
Cette observation est renforcée du fait que le pouvoir tampon des laits n’est pas non plus

modifié par le traitement d’électroréduction.

On remarque cependant que la concentration en calcium, phosphore et magnésium solubles
dans les surnageants d’ultracentrifugation des laits électroréduits est inférieure a celle des
laits témoin et dégazé. La raison avancée, puisque les concentrations en minéraux totaux ne
sont pas différentes, est que les minéraux du lait électroréduit se répartissent différemment
entre le culot et le surnageant que dans les autres laits, et ce a la faveur du culot. Les
modifications du pH au voisinage de la cathode ou le transfert de protons en provenance du
comportement anodique pendant le traitement d’électroréduction peuvent modifier
I’équilibre minéral du lait. Malheureusement, les analyses réalisées sur les échantillons de

lait ne permettent pas de confirmer ces hypothéses.

L’hypothése selon laquelle 1’€électroréduction, en créant un milieu réducteur, prévient
I’oxydation des thiols et par le fait méme la formation subséquente du complexe
B-LG-k-CN a la chaleur est infirmée. Dans les conditions utilisées, aucun effet du
traitement d’électroréduction n’a été observé sur la concentration en thiols totaux. La
concentration de B-LG dans le surnageant d’ultracentrifugation aprés chauffage du lait n’a
pas été influencée par le traitement d’électroréduction. Ces résultats suggerent 1’absence
d’effet du traitement d’électroréduction sur la formation de complexes entre la B-LG et la

k-CN.
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L’absence d’effet du traitement d’¢lectroréduction peut étre attribuable a différentes
raisons. Tout d’abord, les travaux n’ont été réalisés qu’a une seule condition
d’¢électroréduction. Les conditions optimales pourraient étre déterminées par d’autres
travaux de nature plus fondamentale sur le processus d’¢lectroréduction du lait. Et malgré
un environnement réducteur, il n’existe aucune certitude que les réactions chimiques vont
étre influencées. Ensuite, les substances réduites en cours de traitement ne sont pas
identifiées et il se peut que le systeme soit facilement, et rapidement réversible. De plus, le
role de ’oxygeéne dissous dans le potentiel redox du lait n’est pas encore défini mais il
appert qu’il est trés important et que de trés petites quantités puissent influencer
grandement le potentiel redox mesuré. Or, il y a eu, d’une part, un délai d’une journée entre
I’¢lectroréduction et le traitement thermique et, d’autre part, les contenants d’entreposage
peuvent présenter un espace de téte important qui favorise la solubilisation de I’oxygéne
atmosphérique. Des essais dans différents contenants avec différents espaces de téte ont
révélé qu’aprés 24 heures d’entreposage, une partie de D’effet du traitement
d’¢électroréduction sur le potentiel redox est perdu. Lorsque les bouteilles présentant divers
espaces de téte étaient remplies sous jet d’azote, de 48 a 83 % de I’effet du traitement sur le
potentiel redox était perdu, résultant en un potentiel redox positif, aprés une journée
d’entreposage. La plus faible perte de I’effet du traitement d’€lectroréduction, 15 %, a été
enregistrée lorsque des contenants de verres étaient remplis a ras bord et fermés dans une
hotte anaérobique dont I’atmosphére dépourvue d’oxygene était principalement constituée
d’azote. Ces essais ont révélé I’importance de minimiser 1’espace de téte et d’appliquer le

traitement thermique le plus tot possible apres 1’¢lectroréduction.

Bien que I’¢électroréduction n’ait montré aucun effet sur la formation de complexes entre la
B-LG et la k-CN, I’aptitude du lait a la coagulation par la présure semble en partie modulée
par le traitement. Le temps de prise des gels de lait €électroréduit est inférieur a celui des
gels de lait dégaz¢é ou témoin, alors que 1’indice de fermeté est supérieur. Ces propriétés se
révelent intéressantes pour 1’industrie fromagere car une diminution du temps de prise peut
se traduire par une diminution des colts de fabrication. De plus, un caill¢ plus ferme est
généralement associé a une meilleure rétention des protéines et des lipides, conduisant a
une augmentation du rendement fromager. Bien que le traitement d’¢lectroréduction ne

réduise pas la quantité de B-LG fixée a la micelle apres le traitement thermique, il semble
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qu’il réduise Dinterférence causée par la protéine sérique dénaturée au processus
d’agrégation des micelles emprésurées. Un changement de conformation des complexes a
la surface de la micelle ou en suspension dans la phase aqueuse du lait pourrait expliquer le
phénoméne. Cependant, des travaux supplémentaires seraient nécessaires pour préciser

cette hypothese.

3.5.3 Mesures correctives apportées

Pour la suite des travaux, suite aux constats réalisés dans cette partie, des mesurer
correctives devront étre apportées. Tout d’abord, il y a lieu de pousser davantage le
traitement d’électroréduction en augmentant le voltage appliqué pour obtenir des valeurs de
potentiel redox finales encore plus basses. Ensuite, il apparait trés important d’effectuer les
traitements thermiques le plus tot possible apres 1’électroréduction pour éviter la dissolution
de gaz atmosphérique et la remontée du potentiel redox. Dans un contexte industriel, un
montage ou la plateforme d’¢lectroréduction en continu alimenterait directement le
pasteurisateur est facilement envisageable. De plus, lors des essais en laboratoire, une
importance particuliére devra étre accordée au choix des contenants pour minimiser
I’espace de téte. Finalement, le remplacement de I’azote par un autre gaz inerte devrait étre
envisagée. L’argon semble une solution de rechange intéressante puisqu’il présente
I’avantage d’avoir une densité supérieure a I’air. Ce sont donc les principaux points qui

devront étre présents a ’esprit lors de la réalisation des travaux subséquents.

3.6 Conclusion

Le traitement ¢électrolytique appliqué au lait a permis d’abaisser le potentiel redox a
-280 mV en une heure et a modulé I’aptitude du lait a la coagulation par la présure. Le
temps de prise des gels de lait électroréduit est inférieur a celui des gels de lait dégazé ou
témoin, alors que I’indice de fermeté est supérieur. Ces propriétés se révelent intéressantes
pour I’industrie fromagere car une diminution du temps de prise peut se traduire par une
diminution des colts de fabrication. De plus, un caillé plus ferme est généralement associé
a une meilleure rétention des protéines et des lipides, conduisant a une augmentation du
rendement fromager. Les travaux présentés au chapitre suivant permettront de le déterminer

par la simulation d’une production fromagere. Bien que le traitement d’¢lectroréduction ne
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réduise pas la quantité¢ de B-LG fixée a la micelle apres le traitement thermique, il semble
qu’il réduise I’interférence causée par la protéine sérique dénaturée au processus
d’agrégation des micelles emprésurées. Des études supplémentaires, qui débordent du cadre

de ces travaux, seraient nécessaires pour vérifier cette hypothése.



Ce chapitre s’inscrit dans la poursuite des travaux du chapitre précédent. Puisque des
effets du traitement d’électroréduction sur les cinétiques de coagulation par la présure ont
été observés au chapitre 3, [’étape suivante était de voir comment ces effets pouvaient se
traduire lors d’une fabrication fromagere. Nous avons donc simulé une production
fromagere dans le but de déterminer les bilans fromagers. De plus, pour améliorer
Uefficacité du traitement d’électroréduction, le potentiel appliqué lors du traitement a été
augmenté. Ces travaux completent [’étude de [’effet du traitement d’électroréduction sur

les modifications encourues par le lait lors d’un traitement thermique a basse température.



Chapitre 4 Aptitude a la transformation fromageére des
laits traités a 75 °C

4.1 Résumé

Le lait auquel un traitement thermique est appliqué subit des modifications qui limitent son
aptitude a la transformation et tout particulierement a la fabrication fromagere. Les travaux
réalisés au chapitre précédent ont montré un effet du traitement d’électroréduction sur
I’aptitude a la coagulation par la présure du lait, suggérant une possible augmentation du
rendement fromager. Le but de ce projet était de le vérifier par la production d’une
fabrication fromagere simulée a partir des laits témoin, dégazé et électroréduit chauffés a
75 °C pendant 5 minutes. Des effets associés au traitement d’électroréduction lors de la
fabrication fromagere simulée ont été¢ observés. Le lait électroréduit chauffé est celui dont
le taux d’humidité et la rétention protéique ont le moins augmenté par rapport au lait
témoin non chauffé. Ces résultats suggerent une réduction de fixation de la B-lactoglobuline
pendant le chauffage du lait électroréduit, corroborée par la concentration en thiols plus
¢levée dans le surnageant de lait électroréduit que les laits témoin et dégazé chauffés.
Cependant, un plus faible concentration en protéine dans le lait électroréduit semble
responsable de son comportement fromager et particulierement du plus faible rendement
observé aprés chauffage. Néanmoins, D’effet observé sur les thiols est conforme a
I’hypothéese de travail selon laquelle I’application d’un traitement d’électroréduction au lait

prévient la formation du complexe 3-LG-k-CN lors d’un traitement thermique modéré.

4.2 Introduction

Les traitements thermiques appliqués au lait altérent ses propriétés coagulantes, ce qui rend
le lait chauffé impropre a la fabrication fromagere (Vasbinder et al., 2003). Les études
démontrent qu’une augmentation de la température de chauffage se traduit par
I’augmentation du temps de prise et la formation du complexe B-LG-x-CN serait
responsable de la baisse de sensibilité a la chymosine (Morgan et al., 2000; Lucey, 1995;
Singh et al., 1988). Les travaux réalisés au chapitre précédent ont montré un effet du
traitement d’électroréduction sur I’aptitude a la coagulation par la présure du lait, suggérant

une possible augmentation du rendement fromager. Le but du présent projet, qui s’inscrit
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dans la poursuite du chapitre précédent, est de mesurer I’interaction entre la caséine-x et la
B-lactoglobuline dans les laits chauffés et de déterminer les bilans fromagers. La production
d’une fabrication fromagére simulée a partir des laits témoin, dégazé et électroréduit

chauffés a 75 °C pendant 5 minutes permettra d’atteindre ce but.

4.3 Matériel et méthode

4.4 Plan expérimental
Le dispositif expérimental, qui a été répété trois fois, comporte quatre traitements. Ce sont
d’une part le lait t¢émoin non-chauffé et d’autre part les laits témoin, dégazé et électroréduit

chauffés a 75 °C pendant 5 minutes.

4.5 Préparation des échantillons

4.5.1 Réception et écrémage

Le lait crti de mélange utilisé lors du projet provenait de chez Parmalat (St-Hyacinthe, QC).
Suite a sa réception, le lait était écrémé par centrifugation (Sorvall RC-5B, rotor SLA-3000,
25 min, 4 °C, 2700 x g). De I’azoture de sodium était ajouté au taux de 0,02 % comme
agent de conservation. Le pH du lait était ajusté a 6,75 avec HCI ou NaOH. La composition
du lait en gras, protéine, lactose, solides non gras et solides totaux était mesurée par
interférométre a infrarouge a transformée de Fourier (MilkoScan FT120, Foss North

America, Eden Prairie, USA). Le lait cri écrémé était conservé a 4 °C jusqu’a utilisation.

4.5.2 Dégazage
Le lait dégazé était obtenu par agitation sous vide de 250 ml de lait dans une fiole d’une

capacité de 500 ml pendant 60 minutes.

4.5.3 Electroréduction
L’¢lectroréduction a ¢été conduite telle qu’a la section 3.3.2.3 avec les modifications
suivantes. Le volume de lait était de 290 ml. La normalit¢ de I’acide sulfurique était de

0,30 N. La différence de potentiel appliquée était de —1,51 V. Les électrodes étaient
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conditionnées par frottement léger avec une solution saturée d’acide oxalique entre chaque
utilisation. Le pH était rajusté a 6,75 apres traitement avec du HCI 1 N sous jet d’argon et
le volume ajouté complété a 5 ml avec de I’eau déionisée. Un volume de 5 ml d’eau
déionisée était ajouté aux laits témoin et dégazé pour conserver la méme concentration

protéique.

4.6 Traitement thermique

Les laits témoin, dégazé et électroréduit ont étés soumis a un traitement thermique a 75 °C
pour une période 5 min dans un bain thermostaté. Pour ce faire, des aliquotes de 10 ml de
lait étaient prélevés et mis en tubes de verre (8§ mm diamétre intérieur x 150 mm longueur)
a bouchons vissés. Les tubes de lait dégazé et €lectroréduit était fermés sous jet d’argon.
Les tubes étaient disposés aléatoirement dans un support a éprouvette plongé dans le bain
maintenu a 75 °C et rempli pour obtenir un niveau d’eau tout juste sous le bouchon. Le
temps écoulé, le support était plongé immédiatement dans un bain d’eau glacée. Par la
suite, les échantillons étaient recombinés et 150 ml de chaque lait mis de coté pour la
fabrication des minis-fromages. Le pH des laits restants était ajusté a 6,55 avec du HCI 1 N

et le volume ajouté complété a 0,15 ml avec de I’eau déionisée.

4.7 Analyses physico-chimiques

4.7.1 Potentiel redox et oxygeéne dissous

Un pH-métre en mode de lecture mV (pH-Meter 140, Corning, USA) avec une électrode
combinée au fil de platine (6.0402.100, Metrohm, USA) était utilisé pour mesurer le
potentiel redox. L’électrode a potentiel redox était calibrée avant utilisation dans une
solution standard a +250 mV a 20 °C (6.2306.020, Metrohm, USA) avec une tolérance de
+5mV.

L’oxygene dissous était mesuré avec un moniteur et une électrode Orion (Orion 850A plus,
¢lectrode 083005D, Thermo Electron Corporation, USA). L’¢lectrode a oxygene dissous
était calibrée quotidiennement dans une solution de bisulfite de sodium 6 % pour obtenir

une lecture inférieure a 1 ppm en moins de 60 secondes.
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4.7.2 Hydratation des micelles

L’hydratation des micelles a ét¢ déterminée tel que présenté a la section 3.3.5.3 sur les
culots d’ultracentrifugation. Cependant, la concentration protéique a été déterminée par
combustion de Dumas (modéle FP-428, LECO Corporation, MI, USA). Un standard de
protéine de riz (%N=1,36, Iso-Mass Scientific Inc.) était utilis¢ pour la calibration de

I’appareil.

4.7.3 Teneur protéique du surnageant
La concentration en protéines dans le surnageant prélevé suite a 1’ultracentrifugation de la
section précédente a été déterminée tel que présenté a la section 3.3.5.4 avec la

modification suivante. Les échantillons étaient dilués 1 : 15 dans le tampon dissociant.

4.7.4 Détermination du profil protéique du surnageant
La détermination du profil des protéines du surnageant a été effectuée de la facon présentée

a la section 3.3.5.5.

4.7.5 Concentration en thiols
Les thiols totaux dans le surnageant apres ultracentrifugation étaient mesurés de la fagon

présentée a la section 3.3.5.6.

4.7.6 Teneur en minéraux

La teneur minérale totale (Ca, Na, P) des échantillons de laits témoin, dégazé et
¢lectroréduit non-chauffé a été déterminée. La teneur en minéraux solubles (Ca, Na, P) dans
le surnageant d’ultracentrifugation de lait cri et des laits chauffés a également été
déterminée. La détermination des minéraux a été effectuée telle que présentée a la section

3.3.5.7.
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4.8 Propriétés technologiques

4.8.1 Cinétiques de coagulation par la présure

La cinétique de coagulation du lait témoin cru ainsi que de laits témoin, dégazé et
¢lectroréduit chauffés pendant 5 min était déterminée tel qu’a la section 3.3.6.1 avec les
modifications suivantes. Un volume de 5 pul de présure diluée était ajouté a 45 ul
d’échantillon de lait au fond des puits. De plus, les cinétiques de coagulation pour tous les
laits ont été réalisées avec et sans ajout de chlorure de calcium. L’enrichissement des laits

en CaCl, avait lieu a un taux de 0,0125 %.

4.8.2 Production fromagére simulée en laboratoire

La premiere étape de fabrication était 1’ajustement du lait écrémé a un ratio
lipides/protéines de 0,85 avec de la créme (Parmalat, St-Hyacinthe, Québec). La
composition du lait et de la créme étaient déterminées par interférométre a infrarouge a
transformée de Fourier (MilkoScan FT120, Foss North America, Eden Prairie, USA). Par la
suite, du chlorure de calcium en solution (CaCl, 35 %) était ajouté a un taux de 0,0125 %.
L’acidification du lait a pH a 6,2 avec de 1’acide lactique 20 % était effectuée a 33,7 °C.
L’emprésurage avait lieu a un taux de 0,0055 % (Maxiren, Seclin, France), aprés quoi une
masse de 144 gr de lait était transférée dans des bassins en acier inoxydable de 12 x 12 cm
recouverts d’un enduit a cuisson anti-adhésif (PAM, ConAgra Foods, Omaha, Ne, USA).
Aprés une incubation de 30 min a 33,7 °C, le caillé était coupé en grains de 1 cm’. La
cuisson débutait par 15 min a 33,7 °C sous agitation douce (50 rpm, Microprocessor Shaker
Bath, Lab-line Instruments, Melrose Park, IL, USA) et se poursuivait par une montée en
température jusqu’a 40,5 °C en 30 min sous agitation modérée (90 rpm). L’égouttage par
inversion du bassin avait lieu a 38 °C pendant 60 minutes pour recueillir le sérum par
gravité¢ aprés quoi le caillé était centrifugé (Beckman model J2-21, rotor JS-7.5, 30 min,
32°C, 10 000 x g) pour simuler le pressage. Le lactosérum recueilli apres centrifugation

était mélangé au sérum d’égouttage.

Le bilan de masse a été enregistré et des analyses de composition ont été effectuées sur les
laits de départ et sur les lactosérums pour calculer la composition du caillé, les coefficients

de rétention protéique et lipidique, ainsi que le rendement.
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De plus, les protéines totales du sérum ont été déterminées par Kjeldahl selon la méthode
officielle IDF 020-1:2001/ISO 8968-1. Finalement, les lipides du sérum ont été dosés par
Mojonnier selon la méthode officielle 001D:1996 conjointe IDF/ISO/AOAC.

La composition des caillés a été tirée des formules suivantes :

Solides totaux
(1

poids de lait x solides du lait) — (poids de sérum x solides du sérum)j

Solides totaux = ( : .
poids de caillé

Protéines totales

2
Protéines totales =
(poids de lait x protéines du lait) — (poids de sérum x protéines du sérum )
( poids de caillé j
Lipides totaux
3)

Lipides totaux = [(poids de lait x lipides du lait) — (poids de sérum x lipides du sémm)j

poids de caillé

Les coefficients de rétention protéique et lipidique ont été tirés des formules suivantes :

Rétention protéique
4
Rétention protéique = p01d§ de calllie X prote%nes du ca'llle
poids de lait x protéines du lait
Rétention lipidique
(&)

Rétention lipidique = p01d§ de calll.e X l%p%des du ca‘llle
poids de lait x lipides du lait

Les rendements ont été tirés des formules suivantes :

Rendement actuel

(6)



Rendement actuel (R) = 100 x (pmds de caillé j

poids de lait

Rendement corrigé pour 50 % d’humidité et 6,9 % de solides solubles

(7)
Rendement corrigé (RC) =R x

100 — humidité du caillé — solides totaux du sérum
100 — humidité de référence du caillé — solides totaux de référence du sérum

82
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4.9 Résultats

4.9.1.1 Analyses physico-chimiques

4.9.1.1.1 Potentiel redox et oxygene dissous
Les traitements de dégazage et d’¢lectroréduction influencent grandement le potentiel redox

et la concentration en oxygene dissous des laits, tout comme le traitement thermique. Alors
que le lait témoin affiche le potentiel redox le plus élevé a 168 + 56 mV, le potentiel redox
du lait dégazé est 1égerement plus faible d’environ 5 % pour se situer a 159 + 5 mV. Le
traitement d’électroréduction abaisse quant a lui le potentiel redox de facon trés marqué
puisqu’il diminue jusqu’a des valeurs négatives pour s’établir a -429 + 48 mV. En ce qui a
trait a la concentration en oxygeéne dissous, elle s’établit & 8,6 + 0,1 ppm pour le lait témoin.
Cette concentration diminue d’environ 66 % apres traitement de dégazage et de 94 % apres

traitement d’¢électroréduction pour atteindre 2,9 + 0,4 et 0,5 £ 0,3 ppm respectivement.

L’influence du traitement thermique sur les laits est différente selon le traitement
préalablement appliqué. Des diminutions de 54 % du potentiel redox et de 6 % de la
concentration en oxygene dissous sont observées pour le lait témoin chauffé dont les
valeurs finales s’établissent a 76 £ 52 mV et 8,1 £ 0,1 ppm. Pour ce qui est du lait dégazé
chauffé, c’est une diminution de 56 % du potentiel redox qui est observée alors que la
concentration en oxygene dissous remonte de 52 %. Les valeurs finales obtenues pour ce
lait sont respectivement de 69 + 56 mV et 4,5 + 0,8 ppm. L’effet du chauffage appliqué au
lait électroréduit est différent. Le potentiel redox remonte de 79 % a -91 46 mV et la
concentration en oxygene dissous remonte a pres de dix fois sa valeur avant traitement

thermique, soit 5,1 + 0,6 ppm, équivalente a celle du lait dégazé apres traitement thermique.

4.9.1.1.2 Hydratation des micelles
Les données relatives a 1’hydratation des micelles de caséine du lait t¢émoin non chauffé et

des laits témoin, dégazé et électroréduit chauffés sont présentées au Tableau 4.1.
L’hydratation de micelles est différente selon le traitement appliqué (p=0,0007). Le degré
d’hydratation du lait électroréduit chauffé s’établit a 2,126 g eau/g protéine, plus faible que
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celui du dégazé chaufté (p=0,0005) et du lait témoin chauffé (p=0,0003) qui s’établissent
respectivement a 2,228 et 2,240 g eau/g protéine.

Tableau 4.1 Effet du traitement sur I’hydratation (g eau/g prot.) des micelles de caséine.

Hydratation
(g eau/g prot.)
Non-chauffé Témoin 2,238
Témoin 2,240
Chauffé Dégazé 2,228
Electroréduit 2,146
Erreur-type 0,022

4.9.1.1.3 Détermination de la teneur et du profil protéique du surnageant
La concentration et la composition en protéines du surnageant d’ultracentrifugation du lait

témoin non chauffé et des laits témoin, dégazé et €lectroréduit chauffés est présentée au
Tableau 4.2. Un effet du traitement appliqué sur la concentration protéique du surnageant
est observé (p=0,0001). A cet égard, le surnageant de lait électroréduit posséde la plus
faible concentration protéique. Elle se situe a 1,02 %, soit 0,05 % de moins que celle des
laits témoin et dégazé chauffés (p=0,0012). Or, ces deux laits affichent eux aussi une
concentration protéique du surnageant inférieure de 0,05 % a celle du lait témoin non-
chauffé (p=0,0019). En ce qui a trait au profil protéique, le traitement appliqué au lait n’a
eu d’effet que sur la proportion de B-lactoglobuline (p=0,0317) entre le lait témoin non
chauffé¢ (71,35%) et I’ensemble de laits chauffés (70,88 %). La proportion

d’a-lactalbumine s’établit en moyenne a 21,88 % pour I’ensemble des laits.
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Tableau 4.2 Effet du traitement sur la concentration protéique (%) et la composition du

surnageant (%).

Concentration Composition
protéique protéique
(%) (%)
B-LG a-LA
Non-chauffé | Témoin 1,12 71,35 21,54
Témoin 1,07 71,14 21,88
Chauffé Dégazé 1,07 70,78 22,05
Electroréduit 1,02 70,73 21,92
Erreur-type 0,02 0,15 0,11

4.9.1.1.4 Concentration en thiols

La concentration en thiols du surnageant d’ultracentrifugation du lait témoin non chauffé et

des laits témoin, dégazé et électroréduit chauffés est présentée au Tableau 4.3 et differe

selon le traitement appliqué au lait (p=0,0009). La concentration en thiols du lait témoin

non chauffé est supérieure de 4,5 % a celle du méme lait chauffé (p=0,0003) pour s’établir

a 15,78 pmol/g prot. A cet égard, le lait électroréduit chauffé présente une augmentation de

la concentration en thiols par rapport au lait t¢émoin chauffé. En effet, la concentration en

thiols du lait électroréduit chauffé, qui s’établit a 15,63 umol/g prot., est supérieure de

3,57 % (p=0,0074) a celle du lait dégazé chauffé (15,21 umol/g prot.). De plus, ce lait

affiche une concentration en thiols déja supérieure de 3,70 % a celle du lait t¢émoin chauffé

(p=0,0014).

Tableau 4.3 Effet du traitement sur la concentration en thiols totaux (uM/gr prot.) des

surnageants.

Thiols
(uM/g prot.)
Non-chauffé Témoin 15,78
Témoin 15,07
Chauffé Dégazé 15,21
Electroréduit 15,63
Erreur-type 0,17
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4.9.1.1.5 Teneur en minéraux
La teneur en minéraux totaux (Ca, Na, P) des laits témoin, dégazé et €lectroréduit non

chauffés est présentée au Tableau 4.4 et le traitement n’a eu un effet que sur le phosphore
(p=0,047). La concentration en phosphore du lait électroréduit s’établit a 792,89 ppm, ce
qui est inférieur de 40 ppm a celle du lait dégazé (p=0,0020) et inférieur de 31 ppm a celle
du lait témoin (p=0,0066). Les concentrations moyennes de calcium et de sodium, non
influencées par le traitement, sont respectivement de 1208,29+12,41 et
464,47 £ 24,53 ppm. Les concentrations obtenues pour les trois minéraux sont en accord

avec les valeurs de la littérature présentées a la section 1.1.1.4.

Tableau 4.4 Teneur en minéraux totaux (ppm) des laits témoin, dégazé et €¢lectroréduit non
chauffés.

Minéraux totaux
(ppm)
Ca Na P
Témoin 1195,83 449,53 824,28
Dégazé 1208,41 450,98 832,95
Electroréduit 1220,64 492,90 792,89
Erreur-type 7,16 14,22 12,17

La teneur en minéraux solubles (Ca, Na, P) des surnageants de lait témoin non chauffé et
des laits témoin, dégazé et électroréduit chauffés est présentée au Tableau 4.5. Le
traitement n’a eu aucun effet sur la concentration en sodium soluble, qui s’¢leve en
moyenne a 459,76 + 24,70 ppm, mais a eu un effet sur les concentrations en calcium
(p<0,0001) et en phosphore (p<0,0001) solubles. La concentration en calcium soluble du
surnageant de lait témoin s’établit a 435,18 pmm et diminue de 4,1 % aprés chauffage
(p=0,0003). La diminution par rapport au lait t¢émoin non chauffé est encore plus marquée
les laits dégazés et électroréduits chauffés. En effet, le lait électroréduit chauffé possede
une concentration en calcium soluble plus faible de 1,9 % par rapport au lait témoin chauffé
(p=0,0284) pour s’établir a 409,61 ppm mais qui est similaire a celle du lait dégazé chauffé
de 408,51 ppm. La concentration en phosphore soluble du lait t¢émoin est de 556,39 et
547,77 ppm avant et aprés chauffage respectivement. A ce chapitre, le lait électroréduit

chauffé se distingue par sa faible concentration en phosphore soluble, qui s’établit a
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493,55 ppm alors que le lait dégazé possede une concentration supérieure de 10,5 %

(p<0,0001) et le lait t¢émoin chauffé, de 11,0 % (p<0,0001).

Tableau 4.5 Effet du traitement sur la teneur en minéraux solubles (ppm) des surnageants.

Minéraux solubles
(ppm)
Ca Na P

Non-chauffé Témoin 435,18 448,09 556,39
Témoin 417,38 446,38 547,77

Chauffé Dégazé 408,51 447,78 545,47
Electroréduit 409,61 496,79 493,55

Erreur-type 6,16 12,35 14,28

4.9.2 Propriétés technologiques

4.9.2.1 Composition des laits

La composition du lait de départ s’établit comme suit : 0,08 % de gras, 3,53 % de protéines
et 4,78 % de lactose. Cependant, suite aux conditions d’électroréduction utilisées, le lait
ainsi traité présente une perte de protéine de 0,15 % pour s’établir a 3,37 %. Cet écart est
suffisant pour induire des différences dans les propriétés technologiques des laits
¢lectroréduits lorsqu’elles sont comparées a celles de laits témoin et dégazé plus riches en

protéines.

4.9.2.2 Cinétiques de coagulation par la présure
Les résultats obtenus pour les cinétiques de coagulation par la présure, réalisées avec et

sans ajout de calcium, sont présentés au Tableau 4.6.

Les traitements appliqués au lait ont eu un effet (p=0,0027) sur le temps de prise (Tia),
mais pas 1’ajout de chlorure de calcium (p=0,4705). Le chauffage du lait t¢émoin augmente
le temps de prise des gels de 29,84 %, passant de 5,42 + 0,04 a 7,0 £ 0,30 min'l(p20,0009).
Toutefois, le temps de prise des gels de lait électroréduit chauffé n’est pas différent de celui

des laits témoin (p=0,3332) et dégazé (p=0,3859) chauftés.

Seul le traitement a eu un effet (p=0,0376) sur I’indice de fermeté finale (DO.,) mais il n’y

a pas de différences entre le lait témoin cru et chauffé (p=0,5108). C’est le lait €électroréduit
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chauffé qui posséde un indice de fermeté de 6,93 % inférieure a celle du lait témoin chauffé
et 7,27 % inférieure a celle du lait dégaz¢é chauffé. Par ailleurs, I’indice de fermeté finale

n’est pas influencé (p=0,3607) par 1’ajout de chlorure de calcium.

La vitesse maximale de coagulation (Vyax) a été influencée a la fois par le traitement
appliqué au lait (p=0,0315) et plus encore par 1’ajout de chlorure de calcium (p=0,0004).
Tout d’abord, c’est le traitement thermique du lait témoin (p=0,0101) qui est responsable
des différences observées entre les traitements, la vitesse maximale de coagulation
ralentissant de 23,39 % lors du chauffage du lait témoin. L’ajout de chlorure de calcium

permet d’augmenter la vitesse maximale de coagulation de 1’ensemble des laits de 26,65 %.

Tableau 4.6 Effet du traitement sur les parameétres de cinétiques de coagulation par la
présure des laits avec et sans ajout de calcium.

DO, Vmax Tlag

(min'l) (min)

Avec Ca Non-chauffé Témoin 3,035 0352 5,452
Chauffé Témoin 2979 0,261 6,864

Dégazé 3,025 0,3 6,562

Electroréduit | 2,819 0263 6,858

Sans Ca Non-chauffé Témoin 3,02 0,253 5,403
Chauffé Témoin 2,961 0,202 7,23

Dégazé 2,937 0209 7,449

Electroréduit | 2,709 0,199 6,463

Erreur-type 0,041 0,019 0,267

4.9.2.3 Production fromagére simulée en laboratoire

4.9.2.3.1 Composition du caillé
La composition en humidité, protéines et lipides des caillés de lait témoin non chauffé et

des laits témoin, dégazé et électroréduit chauffés sont présentés au Tableau 4.7. Un effet du
traitement appliqué est observé pour le taux humidité (p=0,0001) et la concentration en
lipides (p=0,0006) mais pas pour la concentration en protéines (p=0,0772). Cette derniére
s’établit en moyenne a 25,74 £+ 0,34 % pour tous les caillés. Le chauffage du lait t¢émoin a
causé une augmentation de I’humidité des caillés (p<0,0001), qui passe de 43,68 a 46,77 %.

Le lait électroréduit chauffé est celui dont le taux d’humidité a le moins augmenté et
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s’établit a 45,90 %. 1l est différent du lait dégazé chaufté (p=0,0486) qui affiche 46,82 %,
mais pas du lait t¢émoin chauffé (p=0,0601). En ce qui concerne la concentration en lipides,
le chauffage du lait témoin a causé une baisse en valeur absolue de 2,37 % par rapport au
lait témoin non chauffé qui affiche 25,90 % (p=0,0002). La concentration en lipides est

cependant similaire pour tous les laits chauffés, avec une moyenne de 23,78 + 0,23 %.

Tableau 4.7 Effet du traitement sur la composition des caillés

Humidité Protéines Lipides

(%) (%) (%)

Non-chauffé  Témoin 43,68 26,42 25,90
Témoin 46,77 25,78 23,53

Chauffé Dégazé 46,82 25,64 23,83
Electroréduit 45,90 25,93 23,98

Erreur-type 0,735 0,170 0,538

4.9.2.3.2 Rétention protéique et lipidique
Les résultats de rétention protéique et lipidique des caillés de lait t¢émoin non chauffé et de

laits témoin, dégazé et ¢lectroréduit chauffés sont présentés au Tableau 4.8. Le traitement a
un effet sur la rétention protéique (p=0,0003) et sur la rétention lipidique (p=0,0218). Le
chauffage du lait témoin a pour conséquence d’augmenter la rétention protéique, qui passe
de 76,11 a 77,63 % (p=0,0001). Cependant, c’est le lait électroréduit chauffé qui montre la
plus faible augmentation de rétention protéique a 76,80 %, alors qu’elle est de 77,63 %
pour les laits témoin et dégazé chauffés (p=0,0055). Au niveau de la rétention lipidique,
I’analyse de contraste ne révele aucun effet statistiquement significatif. En effet, le
chauffage du lait t¢émoin n’a pas d’effet (p=0,0519) et le lait électroréduit chauffé n’est pas
différent du lait dégaz¢ (p=0,0518) et du lait témoin chauffé (p=0,1040). Toutefois, la
tendance suggere une diminution de la rétention lipidique de plus de 4,5 % lorsque le
chauffage est appliqué au lait témoin. La rétention lipidique du lait électroréduit chauffé,

semble encore inféricure, avec un écart de 8,4 % avec le lait t¢émoin non chauffé.
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Tableau 4.8 Effet du traitement sur la rétention protéique (%) et lipidique (%) des caillés

formés.
Rétention protéique  Rétention lipidique
(%) (%)
Non-chauffé  Témoin 76,11 92,87
Témoin 77,63 88,21
Chaufté Dégazé 77,63 89,13
Electroréduit 76,80 84,46
Erreur-type 0,37 1,73

4.9.2.3.3 Rendements actuel et corrigé
Les rendements fromagers du lait témoin non chauffé¢ et des laits témoin, dégazé et

¢lectroréduit chauffés sont présentés au Tableau 4.9. Le traitement appliqué au lait a un
effet a la fois sur le rendements actuel (p=0,0003) et corrigé (p=0,0023). Tout d’abord, le
chauffage du lait témoin augmente le rendement actuel (p=0,0035), qui passe de 9,83 a
10,27 %. Le rendement actuel du lait électroréduit, a 9,68 %, est inférieur non seulement a
celui du le lait dégazé chauffé (p=0,0003) qui est le plus élevé de tous a 10,36 % mais aussi
au lait témoin chauffé (p=0,0007). Le rendement corrigé, par ailleurs, n’est pas affecté par
le chauffage du lait témoin (p=0,0761). Il est de 11,29 et 11,04 % avant et apres chauffage.
Toutefois, le rendement corrigé du lait électroréduit chauffé suit le méme patron que le
rendement actuel puisqu’il est plus faible, a 10,59 %, que celui du lait dégazé chauffé
(p=0,0023) et que celui du lait témoin chauffé¢ (p=0,0056). Ces derniers affichent des

rendements corrigés respectifs de 11,12 et 11,29 %.

Tableau 4.9 Effet du traitement sur le rendement actuel (%) et corrigé (%) des caillés
formés.

Rendement Rendement
actuel corrigé
(%) (%0)
Non-chauffé Témoin 9,83 11,29
Témoin 10,27 11,04
Chauffé Dégazé 10,36 11,12
Electroréduit 9,68 10,59
Erreur-type 0,17 0,15
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4.10 Discussion

Dans cette étude, 1’anolyte utilis¢ pour I’¢électroréduction du lait était I’acide sulfurique
0,3 N. La concentration de I’acide est trois fois supérieure a celle utilisée au chapitre
précédent. En conséquence, le flux de protons traversant la membrane a entrainé un
colmatage significatif, causé par la précipitation des protéines. Le lait électroréduit exhibait
une concentration protéique inférieure de 0,15 % a celle du lait témoin. Cette différence est
suffisante pour masquer les effets possibles du traitement d’électroréduction sur les

variables a I’étude.

4.10.1 Effet du chauffage

L’application d’un traitement thermique entraine la diminution du potentiel redox des laits
témoins et dégazés mais 1’effet est contraire sur le lait électroréduit. L’exposition des
groupements thiols lors du chauffage pourrait possiblement étre responsable de la chute de
potentiel redox observée dans les laits témoin et dégazé. Dans le cas du lait €électroréduit, il
semble qu’encore ici le délai entre le traitement d’électroréduction et le chauffage ainsi que
I’espace de téte des tubes ou encore que I’incorporation d’oxygeéne lors des manipulations
aient joué¢ un role capital dans la remontée du potentiel redox. Le chauffage des laits a
réduit les différences de potentiel redox entre les trois laits 1’écart devenant inférieur a

180 mV entre le lait électroréduit et les deux autres laits chauffés.

La concentration en oxygeéne dissous, trés peu influencée par le chauffage dans le lait
témoin, subit une augmentation dans les cas des laits dégazés et €lectroréduits. En plus du
facteur qu’est 1’espace de téte, ce résultat met en lumicre le manque d’étanchéité possible

des tubes aux gaz.

Le degré d’hydratation des micelles de lait chauffé, sauf pour ce qui est du témoin, est
inférieur a celui des micelles non chauffées puisque la chaleur accroit I’entropie des
molécules d’eau libre et une augmentation de D’intensit¢ des interactions de nature

hydrophobe entre les protéines.
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La concentration protéique des surnageants de lait chauffé est inférieure a celle du lait non
chauffé puisque le traitement thermique entraine la dénaturation des protéines sériques dont
une partie se fixe la micelle, comme en témoigne la diminution de la concentration en B-LG
et des thiols libres des laits chauffés. Le colmatage prononcé de la membrane lors de
I’¢lectroréduction a fait diminuer la concentration protéique du lait, ce qui limite

I’interprétation des données pour le lait électroréduit.

Lors du chauffage, le phosphate de calcium précipite et les acides phosphoriques se
dissocient pour rétablir 1’équilibre, ce qui explique la diminution des concentrations de

minéraux dans les surnageants apres le chauffage des laits.

Le traitement thermique appliqué au lait témoin a des conséquences négatives sur la
coagulation par la présure par I’augmentation du temps de prise des gels ainsi que la
diminution de la vitesse maximale de coagulation, phénoménes largement rapportés par la
littérature (Singh et al., 1988; Dalgleish, 1990; Vasbinder et al., 2003). La formation du
complexe B-LG-k-CN a longtemps été tenue responsable de la baisse de sensibilité a la
chymosine, d’ou le temps de prise allongé. Cependant, B-lactoglobuline non complexée, qui
se présente sous forme d’agrégats dans le sérum, interfere dans les processus d’agrégation
et de formation du réseau et serait responsable de la formation de gels plus faibles (Lucey et
al., 1993; McMahon et al., 1993; Waungana et al., 1996; Lucey, 1995; Dalgleish, 1990).
L’enrichissement en calcium des laits avant I’emprésurage n’a eu d’effet que sur un seul
des trois parameétres ou le traitement thermique a eu un effet, a savoir la vitesse maximale
de coagulation. La présence de calcium supplémentaire a un effet bénéfique sur la
coagulation par la présure puisque la vitesse maximale de coagulation augmente. Le
calcium est essentiel a I’agrégation des micelles en réduisant la charge de la micelle
(Roupas, 2001) et 1’ajout de chlorure de calcium au lait est une pratique courante en

fromagerie.

Le traitement de chaleur a influencé la seconde propriété technologique mesurée, a savoir la
production fromagére simulée en laboratoire. Le chauffage entraine une augmentation de
I’humidité des caillés puisque les protéines sériques dénaturées retiennent davantage d’eau.

En principe, ce gain d’humidité doit entrainer une diminution de la teneur en protéine et en
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lipide. On remarque cependant que la teneur en protéine reste constante, en raison des
protéines sériques dénaturées, qui restent emprisonnées dans la matrice du caillé. Cet effet
est confirmé par les calculs de rétention protéique. La tendance suggere une diminution de
la rétention lipidique, attribuable a un caillé fragilisé par le traitement thermique. En
conséquence, le ratio protéine/lipide des caillés passe de 1,02 a 1,08 lorsque le lait est

chauffé.

4.10.2 Effet du traitement d’électroréduction

Le potentiel redox du lait électroréduit s’établissait a -429 mV, ce qui semble démontrer
une plus grande efficacité du traitement conduit a —1,55 V comparativement a celui effectué
a—1,4 V au chapitre 3. La diminution de la concentration en oxygeéne dissous observée est
aussi plus grande, la concentration finale, de 0,5 ppm, étant le tiers ce qui avait ét¢ mesuré

au chapitre précédent.

La relation entre le potentiel redox et la concentration en oxygene dissous reste nébuleuse.
En effet, le lait dégazé affiche une concentration en oxygeéne de 2,09 ppm mais un potentiel
redox positif inférieur de seulement 5 % a celui du lait témoin. Les hypotheses avancées
sont que la diminution de la concentration en oxygeéne dans le lait n’entralne une
diminution de potentiel redox que lorsque sa valeur est inférieure a un certain seuil, de
I’ordre du ppm ou encore que I’absence d’oxygene contribue peu au potentiel redox mais
que toute ré-incorporation favorise 1’oxydation des composés du lait et donc la remontée du
potentiel redox. Ce sont des recherches de nature fondamentale, qui dépassent le cadre de

ces travaux, qui permettront possiblement de répondre a cette question.

Le degré d’hydratation plus faible pour les micelles de lait électroréduit chauffé par rapport
aux autres laits chauffés pourrait étre associ¢ a une plus faible quantité de B-LG fixée a la

micelle.

Une premicre indication de 1’effet protecteur de 1’électroréduction sur les thiols est
observée. Le lait électroréduit chauffé présente une concentration en thiols plus élevée que
les laits témoin et dégaz¢ chauffés. Le milieu réducteur du lait a ainsi pu prévenir

I’oxydation des thiols en ponts disulfures.
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Il a ét¢ mentionné que le lait électroréduit comporte moins de protéines suite a un
colmatage de membrane important. Puisque la concentration en phosphate soluble est plus
¢levée a proximité de la membrane a cause du flux de protons en provenance de 1’anolyte,
du phosphate, sous la forme d’acide phosphorique, peut avoir ét¢ emprisonné dans la
matrice protéique qui compose le couche de colmatage. Pour sa part, le calcium soluble ne

se distingue pas entre le lait électroréduit et le lait dégazeé.

Curieusement, le traitement d’¢électroréduction n’a pas eu d’effet sur le temps de prise. Ce
résultat doit toutefois étre mis en perspective : le lait électroréduit était moins riche en
protéines. Or, le résultat attendu aurait été une augmentation du temps de prise, phénoméne
qui ne s’est pas produit. Puisque la concentration en thiols totaux du lait électroréduit est
supérieure a celle des autres laits, il est permis de supposer que I’¢électroréduction a prévenu
la formation de complexes B-LG-«x-CN lors du chauffage du lait, permettant de compenser
au moins en partie pour la concentration protéique inférieure. D’autre part, les gels de lait
¢lectroréduit sont moins fermes, caractéristique qui s’est traduite par des densités optiques
plus faibles a la fois a la vitesse maximale de coagulation et a I’infini. Ce résultat était
attendu du fait de la concentration protéique infé€rieure et ne permet pas de conclure sur

I’efficacité du traitement d’¢lectroréduction vis-a-vis ces parameétres.

La seconde propriété technologique mesurée, soit la fabrication fromagere simulée, montre
des effets associés au traitement d’électroréduction. Le lait électroréduit chauffé est celui
dont le taux d’humidité et la rétention protéique ont le moins augmenté par rapport au lait
témoin non chauffé. Ces résultats pourraient suggérer une réduction de fixation de la
B-lactoglobuline pendant le chauffage du lait électroréduit. Toutefois, comme le traitement
a entrainé une perte en protéine par colmatage, la plus faible concentration en protéines au
départ pourrait aussi expliquer les effets observés. Le ratio protéine/lipide du caillé de lait
¢lectroréduit chauffé (1,08) est similaire a ceux des laits témoin chauffé (1,09) et dégazé
chauffé (1,07). Il semble donc que la réduction en protéine du lait soit responsable du
comportement fromager du lait électroréduit. Cette différence de composition est également

responsable du plus faible rendement fromager observé avec le lait €lectroréduit chauffé.
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4.11 Conclusion

Ce projet a permis de montrer des effets associés au traitement d’électroréduction lors de la
fabrication fromagére simulée. Le lait électroréduit chauffé est celui dont le taux
d’humidité et la rétention protéique ont le moins augmenté par rapport au lait témoin non
chauffé. Ces résultats pourraient suggérer une réduction de fixation de la B-lactoglobuline
pendant le chauffage du lait électroréduit, corroborée par la concentration en thiols plus
¢levée dans le lait électroréduit que les laits témoin et dégazé chauffés. La perte de
protéines du lait électroréduit, suite au colmatage de la membrane, semble responsable du
comportement fromager du lait €lectroréduit et particulierement du plus faible rendement
fromager observé avec le lait électroréduit chauffé. Des contraintes externes n’ayant pu
permettre la reprise des expérimentations, les travaux réalisés ne permettent pas de conclure
sur la possible augmentation des bilans fromagers du lait électroréduit suggérée par les
travaux du chapitre précédent. Néanmoins, 1’effet observé sur les thiols est conforme a
I’hypothéese de travail selon laquelle I’application d’un traitement d’électroréduction au lait
prévient la formation du complexe B-LG-kx-CN lors d’un traitement thermique modéré. Ces

travaux mettent un terme a 1’é¢tude du comportement du lait traité a 75 °C.



Les deux chapitres précédents portaient sur [’'étude de [’effet du traitement
d’électroréduction sur les modifications encourues par le lait lors d’un traitement
thermique a basse température. Nous avons ensuite veérifieé ['effet du traitement
d’électroréduction sur le lait traité a haute température, pres des températures de
sterilisation, travaux qui font [’objet du présent chapitre. Dans un premier temps, le temps
de coagulation a la chaleur du lait a été déterminé grdce a un appareillage fait maison.
Par la suite, ’effet du traitement d’électroréduction sur les modifications encourues par le
lait a éte déterminé, notamment la sensibilit¢ au brunissement non-enzymatique, la
dégradation de la lysine, la dégradation du lactose et la formation d’acides organiques et
I’interaction entre la caséine-k et la p-lactoglobuline. Ces travaux, jumelés a ceux réalisés
a basse température, donnent un aper¢u des modifications encourues par le lait lors d’un

traitement thermique et ouvrent la voie a de nouvelles recherches.



Chapitre 5 Comportement du lait traité a 140 °C

5.1 Résumé

La capacité du lait a résister a de hautes températures est une propriété technologique
importante. L’augmentation de la stabilit¢ thermique du lait est désirable dans plusieurs
applications alimentaires dans le but d’assurer la vie de tablette des laits stérilisés en évitant
la gélification a I’entreposage (Singh, 2004). Le but de cette étude était de déterminer la
stabilité thermique du lait traité a 140 °C. La cinétique de coagulation a la chaleur (140 °C)
en fonction du pH (6,5 a 7,1) a été établie pour les laits témoin, dégazé et €lectroréduit.
L’application d’un traitement d’électroréduction au lait a permis d’augmenter jusqu’a 5 fois
la stabilit¢ thermique a des valeurs de pH supérieures a 6,90. Par la suite, les analyses
réalisées sur les laits témoin, dégazé et électroréduit, a pH 6,70 ou 7,05 et chauffés a 140 °C
pour une durée de 5 ou 10 minutes ont révélé une concentration en thiols 2,3 fois plus
¢levée dans le lait électroréduit que dans le lait témoin apreés 5 minutes de chauffage.
Puisque le dégazage du lait permet d’obtenir des résultats similaires a 1’électroréduction,
I’application d’un traitement €lectrolytique apparait comme une fagon simple d’abaisser la

concentration en oxygene dissous du lait avant I’application d’un traitement de chaleur.

5.2 Introduction

Les traitements thermiques sévéres entrainent de nombreuses modifications au lait,
affectant les micelles de caséine et la phase sérique. Ils entrainent des défauts de couleur, de
saveur et de qualité nutritionnelle des produits laitiers. L’aptitude du lait & supporter ces
hautes températures est donc une caractéristique technologique importante, tout comme
I’aptitude a la fabrication fromagere (Robitaille, 1995) étudiée au chapitre précédent.
L’augmentation de la stabilité thermique du lait est désirable dans plusieurs applications
alimentaires dans le but d’assurer la vie de tablette des laits stérilisés en évitant la
gélification a ’entreposage (Singh, 2004). Ce travail vise donc a déterminer la stabilité
thermique du lait ¢électroréduit chauffé a 140 °C en déterminant tout d’abord le temps de
coagulation a la chaleur selon le pH. Ensuite, I’interaction entre la caséine-x et la

B-lactoglobuline, 1’étendue de la dégradation du lactose, le brunissement non-enzymatique
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induit par la chaleur et la dégradation de la lysine, un acide aminé essentiel, seront

quantifiés.

5.3 Matériel et méthode

Deux dispositifs expérimentaux ont ét¢ mis en ceuvre. Dans un premier temps, I’influence
des traitements et du pH sur le temps de coagulation a 140°C a été mesuré. Ensuite, les

modifications chimiques induites par le traitement a haute température ont été étudiées.

5.3.1 Temps de coagulation a la chaleur

5.3.1.1 Plan expérimental

Le protocole expérimental impliquait la mesure du temps de coagulation a la chaleur de
trois laits (témoin, dégazé et électroréduit) ajustés a 6 niveaux de pH compris entre 6,5 et
7,1. L’ordre dans lequel les laits étaient testés était aléatoire et le protocole a été réalisé

deux fois.

5.3.1.2 Préparation des échantillons

5.3.1.2.1 Réception et écréemage
Le lait crii de mélange utilisé lors du projet provenait de chez Parmalat (St-Hyacinthe, QC).

Suite a sa réception, le lait était écrémé par centrifugation (Sorvall RC-5B, rotor SLA-3000,
25 min, 4 °C, 2700 x g). De I’azoture de sodium était ajouté au taux de 0,02 % comme
agent de conservation. Le pH était ajusté a 6,7 avec du HCI ou du NaOH. La composition
du lait en gras, protéine, lactose, solides non gras et solides totaux était mesurée par
interféroméetre a infrarouge a transformée de Fourier (MilkoScan FT120, Foss North
America, Eden Prairie, USA). Le lait crii écrémé était conservé dans des bouteilles de

polyéthyléne a 4 °C jusqu’a son utilisation.

5.3.1.2.2 Dégazage
Le lait dégazé était obtenu par agitation sous vide de 250 ml de lait dans un erlenmeyer

d’une capacité de 500 ml pendant 30 minutes.
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5.3.1.2.3 Electroréduction
L’¢lectroréduction a été conduite tel qu’indiqué a la section 4.5.3 avec les modifications

suivantes. Le volume de lait était de 250 ml. La normalité de 1’acide sulfurique était de
0,15 N alors que la différence de potentiel appliquée était de —1,51 V. Les électrodes étaient
conditionnées par frottement léger avec une solution saturée d’acide oxalique entre chaque

utilisation.

5.3.1.3 Mise en tubes

Le pH était ajusté a 7 niveaux équidistants de 6,5 a 7,1 par ajout d’un volume déterminé de
HCI1 ou NaOH 1 N en incréments de 35 pl aux aliquots de 20 ml de lait dans des tubes a
centrifuger coniques d’une capacité de 50 ml. Dans le cas des laits dégaz¢é et électroréduit,
les tubes étaient fermés sous jet d’argon pendant 60 sec. Pour vérifier la qualité¢ de

I’ajustement du pH, celui de chacun des tubes était mesuré entre les deux mises a 1’huile.

Puisque la mesure du temps de coagulation a la chaleur implique I’immersion de tubes de
verre dans un bain d’huile a 140 °C, des tubes de verre (8 mm diamétre intérieur X 2 mm
épaisseur x 150 mm longueur) avec bouchons vissés, spécialement congus pour résister a la
chaleur et a la pression, ont été utilisés. Un volume de 5 ml de lait était transféré dans ces
tubes, fermés sous jet d’argon pendant 30 secondes pour les laits dégazé et électroréduit.
Les tubes remplis étaient conservés a 4 °C pour une période minimale de 30 min avant

utilisation.

5.3.1.4 Temps de coagulation a la chaleur

5.3.1.4.1 Appareillage
Les mesures du temps de coagulation a la chaleur étaient réalisées dans un bain d’huile a

température controlée selon une version modifiée de la méthode de Davies et White (1966).
Une téte chauffante avec serpentin était installée a 1’extrémité du bain et permettait la
circulation de I’huile. La température de 1’huile était maintenue a 140 °C. Les tubes
contenant les échantillons de lait aux différents pH étaient fixés aléatoirement sur un
support métallique. Le support était immergé et déposé sur une plate-forme, reliée a un

moteur, qui se balangait a I’horizontale a un taux d‘environ 30 oscillations/minute. De cette
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facon, le lait était en mouvement constant et la chaleur était répartie uniformément. Une
fenétre d’observation en verre trempé était déposée a la surface du bain, permettant
d’observer les tubes sans interférence des vagues de surface causées par la circulation de
I’huile. La coagulation du lait était observée a travers une lampe-loupe placée directement

au-dessus du bain d’huile.

5.3.1.4.2 Mesure
Au moment ou le support était plongé dans 1’huile, la plate forme était mise en mouvement

et le chronometre démarré. Dés 1’apparition d’agrégats dans le lait, le temps écoulé était

enregistré. Les mesures étaient effectuées en duplicata.

5.3.2 Traitement thermique a 140 °C

5.3.2.1 Plan expérimental

Les variables a I’étude dans ce plan expérimental sont au nombre de trois. Il y a d’abord le
pH initial du lait (6,70 et 7,05), ensuite le traitement appliqué au lait (témoin, dégazé et
¢lectroréduit) et finalement la durée du traitement thermique a 140 °C (0, 5 et 10 minutes).

Trois répétitions du plan expérimental ont été réalisées.

5.3.2.2 Standardisation
La standardisation du lait était effectuée telle que décrite a la section 5.3.1.2.1.
5.3.2.3 Traitements du substrat

5.3.2.3.1 Dégazage
Le lait dégazé était obtenu de la fagon décrite a la section 5.3.1.2.2.

5.3.2.3.2 Electroréduction
L’¢lectroréduction a été effectuée de la facon décrite a la section 5.3.1.2.3.
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5.3.2.4 Potentiel redox et oxygene dissous

Les lectures de potentiel redox et d’oxygeéne dissous des laits avant chauffage ont été
réalisées telles que décrites a la section 4.7.1 avec les modifications suivantes. Le potentiel
redox d’échantillons individuels de lait était mesuré aprés 20 minutes sous tres faible
agitation. L ’oxygene dissous était mesuré avec faible agitation lorsque la valeur semblait se
stabiliser. Pour les laits sous atmosphére d’argon, les tubes étaient recouverts de parafilm

dans lesquels les ¢lectrodes étaient insérées.

5.3.2.5 Traitement thermique

Tout d’abord, ’ajustement du pH des laits témoin, électroréduit et dégazé a 6,70 ou 7,05
était effectué sur un volume de 220 ml par ajout d’un volume connu de HCI ou NaOH 1 N.
L’espace de téte des erlenmeyers de lait dégazé et ¢électroréduit était purgé a I’argon avant
et apres 1’ajout de 1’acide/base. Chaque lait était ensuite réparti en 7 tubes de 10 ml de lait.
Les tubes de lait dégazé et électroréduit étaient fermés sous jet d’argon. Les 21 tubes
obtenus étaient disposés aléatoirement dans un support a éprouvette en plastique puis
recouvert d’un léger treillis métallique pour éviter que les tubes ne se dispersent dans le
bain. Le support était plongé a 1’horizontale dans le bain pour un période de 5 ou 10
minutes. Le temps écoulé, le support était retiré et les tubes refroidis dans un bain d’eau a
température picce pendant 10 minutes. Le contenu des tubes était recombiné dans des pots

a échantillon en polyéthyléne d’une capacité de 100 ml.

5.3.2.6 Analyses physico-chimiques

5.3.2.6.1 Mesure du pH apres traitement thermique
Le pH des échantillons de lait chauffés était mesuré apres traitement thermique a 1’aide

d’un pH-métre Corning (pH-Meter 340, Corning, USA) et d’une électrode combinée (KCl
3 M, 659-700-02, Corning, USA).

5.3.2.6.2 Teneur en minéraux
Les minéraux solubles (Ca, Mg, et P) des surnageants obtenus par ultracentrifugation

(section 3.3.5.3) d’échantillons de lait témoin, dégazé et €lectroréduit soumis a différents

temps de chauffage ont été déterminés par spectroscopie de plasma a couplage inductif
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(ICP Optima 4300DV, Perkin Elmer, USA et nébuliseur Meinhard type C) aprés
précipitation au TCA 20 % et filtration sur 0,45 pm (Millipore, Billerica, MA, USA). Les

¢chantillons étaient préparés en duplicata.

5.3.2.6.3 Détermination de la couleur
La couleur était déterminée par colorimétrie (Labscan2 SN-13593, Hunter Associate

Laboratory, Reston, Va, USA) avec 25 ml de lait tempéré a 22 °C dans une cuvette congue
pour I’appareil. Le diamétre du faisceau lumineux était de 4,45 centimetres et I’illuminant
de référence était D65. Le mode de lecture était I’échelle Lab de Hunter, ou L représente la
luminosité (noir =0, blanc =100), a représente les teintes de rouge (+) a vert (-) et b les
teintes de jaune (+) a bleu (-). Le DE représente la différence de couleur alors que le DC

représente la saturation des couleurs et sont calculés comme suit :

(1

DE =(Aa)’ + (Ab) + (AL)’

)
DC=C,

échantillon

C=+a’*+b*

-C

s tan dard

5.3.2.6.4 Détermination des thiols totaux dans le lait
Les thiols totaux dans le lait étaient mesurés par densité optique apres addition du réactif

d’Ellman (Beveridge et al., 1974). Un volume de 2 mL d’échantillon était dilué dans
2,95 mL de tampon (8,5 M urée, 0,143 M Tris, 0,03 M EDTA, 0,15 M glycine pH=8,0)
puis 50 pl de 5,5'-Dithiobis-(2- acide nitrobenzoique) (DTNB) était ajouté. Par la suite,
1,00 £ 0,05 g de sulfate d’ammonium était ajouté pour clarification. Aprés un repos de 5 a
10 minutes, la solution était filtrée sur 0,45 um (Millipore, Billerica, MA, USA)
directement dans les cuvettes visibles jetables et la densité optique a 412 nm était
enregistrée (Beckman DU-65, Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA). Les
échantillons étaient préparés en duplicata. Une courbe standard construite a partir de L-

cystéine a été utilisée pour la détermination du coefficient d’extinction molaire.
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5.3.2.6.5 Détermination des sucres et acides organiques
La détermination du lactose, glucose, galactose, acide citrique et acide lactique des laits a

été effectuée par HPLC (Modele DX-500, Dionex, Sunnyvale, Ca, USA, pompe mod¢le
GP40, détecteur UV/Vis AD20, détecteur réfractométre d’index différentiel Shodex
RI-101, injecteur automatique AS40, logiciel PeakNet version 4.5) avec une pré-colonne
Cation H (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) et une colonne Ion 300 (Interaction
Chromatography, San Jose, CA, USA) maintenue a 42 °C. La détection en UV pour les
acides était effectuée a 210 nm et la phase mobile était du H,SO4 0,02 N.

Les échantillons étaient dilués d’un facteur 1,6 dans du H,SO4 0,2 N puis incubés a 85 "C
pendant 30 minutes, refroidis dans un bain d’eau glacée et centrifugés (3 000 X g, 15 min,
4 °C, Centra-GP8R, International Equipment Company, MA, USA), avant d’étre filtrés sur
0,45 um (Millipore, Billerica, MA, USA). Une aliquote était prélevée pour effectuer la
seconde dilution d’un facteur 16 dans du H,SO4 0,02 N pour I’analyse du lactose. La
préparation des échantillons pour 1’analyse du lactose était ensuite la méme, seule la
centrifugation était omise. Les échantillons étaient préparés en duplicata. Des courbes-
¢talons étaient préparées avec du lactose, glucose, galactose, acide citrique et acide lactique

purs.

5.3.2.6.6 Détermination de la lysine disponible
La détermination de la lysine disponible dans le lait était mesurée par fluorescence selon

une version adaptée de Morales et coll. (1996). Le lait était dilué 1 : 2 dans une solution de
SDS 12 % et réfrigéré pour la nuit. Le lendemain, les échantillons étaient soumis au bain a
ultrasons pour 15 minutes a environ 25 °C (Modele 2200, Branson Ultrasonics Corporation,
Dansbury, CT, USA). Ensuite, 100 pul d’échantillon était ajouté a 3 mL de solution
d’ortho-phthalaldéhyde (OPA) sous agitation constante et mis a incuber a 25 °C pour
5 minutes. La solution OPA était préparée quotidiennement comme suit. Dans une fiole
volumétrique de 100 mL, 0,080 gr d’OPA et 2 mL de méthanol 95 % étaient mélangés
jusqu’a dissolution complete. Ensuite, 50 mL de tampon borate de sodium 0,1 M pH=10,0,
5 mL de SDS 20 % et 200 ul de B-mercaptoéthanol étaient ajoutés et le volume complété a
la marque avec de 1’eau déionisée. Aprés incubation, I’échantillon était transféré dans une

cuvette de quartz et la fluorescence lue immédiatement (Turner Quantech Digital Filter
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Fluorometer model FM 109535, Barnstead International, Dubuque, lowa, USA) en utilisant
une longueur d’onde d’excitation de 340 nm et d’émission de 455 nm (NB360 et NB460,
Barnstead International, Dubuque, Iowa, USA). Les échantillons étaient préparés en
duplicata. Une solution de quinine sulfate 20 pg/mL, préparée quotidiennement, était
utilisée pour la calibration de ’appareil. La quantit¢ de lysine disponible était calculée

comme suit, en considérant que le lait crQi contient 100 % de lysine disponible.

3)
Lysine disponible (%) = [FRe/FRc x 100]

Ou
FRe : Fluorescence relative de 1’échantillon
FRc : Fluorescence relative du lait cri

5.3.2.6.7 Teneur en protéines solubles

Les échantillons de lait chauffés étaient ultracentrifugés deux heures aprés le traitement
thermique selon les conditions décrites a la section 3.3.5.3. La teneur en protéines du
surnageant a ¢été déterminée par combustion de Dumas (modele FP-428, LECO
Corporation, MI, USA). Les échantillons étaient analysés en duplicata. Un standard de
protéine de riz (%N=1,36, Iso-Mass Scientific Inc.) était utilis¢ pour la calibration de

I’appareil.

5.3.2.6.8 Composition des protéines solubles

5.3.2.6.8.1 Chromatographie
La détermination des protéines du surnageant d’ultracentrifugation a été effectuée par

HPLC en phase inverse (System Gold, Beckman, pompe mod¢ele 126, détecteur modele
166, échantillonneur modele 507) avec une colonne Vydac C4 (Chromatography Sciences
Company Inc., St-Laurent, QC, Canada) a détection UV a 214 nm en appliquant un

gradient linéaire eau/acétonitrile (adapté de Jaubert et Martin, 1992).
Tampons utilisés

. Tampon A : 0,1 % acide trifluoroacétique (TFA) dans de I’eau déionisée;
. Tampon B : 0,096 % TFA dans un mélange acétonitrile 80 %- eau déionisée 20 %.
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Condition appliquée

o Gradient d’¢lution 40 % a 60 % de tampon B en 38 minutes.

Les échantillons étaient filtrés sur un colonne de désalage (HiTrap Desalting Column, GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA) puis dilués 1 : 10 dans du dithiothréitol (DTT) 100 mM.
Apres incubation a 37 °C pendant 60 minutes, les échantillons étaient ramenés a pH
d’environ 2 avec 10 pl de TFA puis filtrés sur 0,45 pum (Millipore, Billerica, MA, USA). Le

volume injecté était de 50 pl et le plateau de chargement était maintenu a 5 °C.

Etant donné les temps d’élution semblables pour les caséines et les protéines sériques, les
chromatogrammes obtenus ont été divisés en trois sections. Les sections sont la zone de k-
caséine, la zone d’a-lactalbumine ainsi que la zone B-lactoglobuline et B-caséine pour des
temps d’élution respectifs de 10 a 16, 20,5 a 25,5 et 27 a 30 minutes. Le pourcentage de

protéine a été calculé comme suit :

4)

% protéine = somme des aires de la zone x 100/somme des aires du chromatogramme

5.3.2.6.8.2 Electrophorése
Les protéines du surnageant d’ultracentrifugation ont été séparées par électrophorése sur

gel de polyacrylamide-SDS (SDS-PAGE) sur un systéeme de minis-gels (PhastSystem
Separation and Control Unit, PhastGel Homogeneous 20, GE Healthcare, Piscataway, NJ,
USA) et révélation au nitrate d’argent (PhastGel Protein Silver Staining Kit, GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA). Un prélevement de 1 ml d’échantillon était dilué avec
2,6 ml de tampon A (Tris-HCl pH=6,8 0,242 %, SDS 1,538 %, bleu de bromophénol
0,031 %, glycérol 30,77 %) et placé 5 minutes dans un bain d’eau bouillante. Apres
refroidissement a température piece, 0,5 ml de tampon B (dithiothréitol 0,8 % dans
tampon A, frais du jour) était ajouté et le tube placé 5 minutes dans un bain d’eau
bouillante avant d’étre refroidi a température piece. Un peigne a huit puits délivrait 1 pL
d’échantillon sur le gel et I’appareil était mis en marche selon les instructions du fabricant
jusqu’a ce le voltage atteigne environ 95 volt-h. Les gels €taient ensuite révélés au nitrate

d’argent selon les instructions du fabricant. Les bandes étaient comparées a celles obtenues
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avec de I’isolat de protéine sérique Bipro (Davisco Foods International, Eden Prairie, MN,
USA), du caséinate de sodium Alanate 180 (NZMP (North America) Inc., Santa Rosa, CA,
USA) et de la x-caséine de lait bovin (Sigma-Aldrich Company, Milwaukee, WI, USA).

5.3.2.7 Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée selon un dispositif expérimental split-factoriel, avec le
pH en parcelle secondaire, a 1’aide de la procédure GLM du logiciel SAS v 8.2 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA).

5.4 Reésultats

5.4.1 Temps de coagulation a la chaleur

5.4.1.1 Traitement d’électroréduction

Le potentiel redox apparent du lait s’abaisse de 408 £ 9 mV des les quatre premicres
minutes du traitement d’électroréduction pour atteindre 72 % de la diminution totale
obtenue. Le taux d’abaissement du potentiel rédox est beaucoup moins élevé par la suite et
le potentiel redox apparent final est de =379 + 16 mV, ce qui correspond a une chute totale
de 564 + 23 mV apres 60 minutes de traitement. Parallelement, une diminution de 80 % de
la concentration en oxygene dissous du lait est observée alors qu’elle passe de
7,38 0,60 ppm a 1,41 + 0,03 ppm aprés traitement d’électroréduction. La Figure 5.1
illustre les chutes de potentiel redox apparent et d’oxygene dissous dans le lait en cours de

traitement d’électroréduction.
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Figure 5.1 Effet de la durée du traitement d’électroréduction (min) sur le potentiel redox
apparent (mV) et la concentration en oxygene dissous (ppm) du lait.

5.4.1.2 Temps de coagulation a la chaleur

L’effet du pH sur le temps de coagulation par la chaleur a 140 °C des laits témoin, dégazé
et électroréduit est présenté a la Figure 5.2 alors que les données sont en annexe au Tableau
B.1. La qualité de I’ajustement du pH est excellente alors que le pH mesuré ne s’¢loigne en
moyenne du pH cible que de —0,01 £ 0,03 unités. Un profil de coagulation de type A est
observé pour tous les laits avec un minimum de stabilité a pH 6,85 et un maximum a pH
6,70. De plus, lorsque le pH est supérieur a 6,90, le temps de coagulation des laits dégazé et
¢lectroréduit augmente considérablement jusqu'a atteindre respectivement 6,3 et 5,7 fois la
valeur observée a pH 6,80 lorsque le pH est de 7,10. Le lait témoin n’atteint a ce pH que
2,4 fois sa valeur a pH 6,80, alors que les trois laits ont un comportement similaire en

dessous de ce pH.
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Figure 5.2 Effet du pH (6,5 a 7,1) sur le temps de coagulation (min) a la chaleur (140 °C)
des laits témoin, dégazé et électroréduit.

5.4.2 Traitement thermique a haute température

5.4.2.1 Traitement d’électroréduction

Le potentiel redox apparent du lait diminue trés rapidement pendant les 6 premicres
minutes du traitement a —239 + 18 mV, ce qui représente 81 % de la diminution totale
obtenue. La diminution est beaucoup moins marquée pour la suite du traitement. En 60
minutes, le potentiel redox chute de 509 + 72 mV pour s’établir a —333 + 33 mV. La
concentration en oxygene dissous passe de 7,88 + 0,52 ppm a 1,72 = 0,51 ppm en cours de
traitement, soit une baisse de 78 %. La Figure 5.3 illustre les chutes de potentiel redox

apparent et d’oxygene dissous dans le lait en cours de traitement d’électroréduction.
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Figure 5.3 Effet de la durée du traitement d’électroréduction (min) sur le potentiel redox
apparent (mV) et la concentration en oxygene dissous (ppm) du lait.

5.4.2.2 Potentiel redox et oxygéne dissous

Les caractéristiques de potentiel redox et de concentration en oxygene dissous des laits
témoin, dégaz¢ et électroréduit a pH initial 6,70 et 7,05 different lors de 1’application du
traitement thermique. A pH 6,70, le lait témoin posséde un potentiel redox de 94 + 26 mV
qui est similaire a celui du lait dégaz¢, soit 90 = 18 mV. Le lait électroréduit posséde un
potentiel redox bien inférieur qui se situe a —214 + 23 mV. Les laits dégaz¢é et électroréduit
ont une concentration en oxygeéne dissous comparable, soit de 3,30 = 0,17 et 2,63 + 0,42
ppm alors que le lait témoin affiche 8,00 + 0,53 ppm. Les mémes observations sont notées a
pH 7,05. En effet, le potentiel redox des laits témoin et dégazé est semblable a 41 + 20 et
30+ 31 mV respectivement. Le lait électroréduit possede un potentiel redox largement
inférieur de —220 = 31 mV. Pour ce qui est de la concentration en oxygéne dissous, elle
s’établit a 3,45 + 0,35 et 2,67 = 0,50 ppm pour les laits dégazés et électroréduits, alors
qu’elle est de 8,05 = 0,74 ppm pour le lait témoin.
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5.4.2.3 pH apreés traitement thermique

Le pH aprés traitement thermique a 140 °C des laits témoin, dégazé et électroréduit a pH
initial 6,70 ou 7,05 est présenté a la Figure 5.4 alors que les données sont présentées en
annexe au Tableau B.2. Le traitement appliqué au lait n’a eu aucune influence sur la
diminution du pH en cours de chauffage. Le lait a pH initial 7,05 connait la plus forte chute
avec une pente de —0,046 unité de pH par minute de chauffage alors qu’elle n’est que de

-0,031 unité de pH par minute de chauffage pour le lait a pH initial 6,70.

—e—pH 6,70 —m— pH 7,00
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Figure 5.4 Effet du pH initial et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min) sur le pH
du lait.

5.4.2.4 Teneur en minéraux
La concentration minérale (Ca, Mg et P) des surnageants d’ultracentrifugation des laits

témoin, dégazé et électroréduit est présentée au Tableau B.3 en annexe.

La concentration en calcium soluble est grandement influencée par le pH initial et le temps
de chauffage (p<0,0001), tel que présenté a la Figure 5.5. En effet, la concentration en
calcium soluble des laits a pH initial 6,70 est 1,2 fois supérieure a celle du lait a pH initial
7,05 avant chauffage. Cet écart entre les laits a pH initial 6,70 et 7,05 diminue a 1,08 et
1,05 fois pour 5 et 10 minutes de chauffage respectivement. De plus, un effet du traitement

appliqué au lait est observé sur la concentration en calcium soluble (p=0,0451). En effet, la
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concentration en calcium soluble du lait électroréduit est inférieure d’environ 10 ppm a
celle du lait témoin (p=0,0186) sans étre différente de celle du lait dégazé pour le lait a pH
initial 6,70. Cette différence n’est pas affectée par le temps de chauffage (interaction non

significative).

La concentration en magnésium a ét¢ influencée, pour sa part, par le pH initial (p=0,0013),
le temps de chauffage (p<0,0001), tel qu’illustré a la Figure 5.6, et dans une moindre
proportion par le traitement (p=0,0281) appliqué au lait. Tout d’abord, comme pour le
calcium soluble, la concentration en magnésium soluble des laits a pH 6,70 est supérieure a
celle des laits a pH initial 7,05. Cet écart est cependant relativement constant a 3 ppm.
Ensuite, la concentration en magnésium soluble diminue avec le temps de chauffage. La
concentration en magnésium soluble des laits non chauffés s’établit en moyenne a 74,24 +
2,41 ppm, supérieure a celle des laits chauffés pendant 5 minutes (p<0,0001) qui affichent
en moyenne 63,37 £+ 1,82 ppm, elle-méme supérieure a celle des laits chauffés pendant 10
minutes (p<0,0001), dont la moyenne s’établit a 56,86 + 1,71 ppm. Finalement, I’effet du
traitement appliqué s’est fait sentir sur le lait électroréduit a pH 6,70 dont la concentration
en magnésium soluble, de 49,46 + 33,75 ppm est inférieure a celle des laits dégazés
(p=0,0258) et des laits témoins (p=0,0153) qui affichent respectivement 50,11 + 9,37 et
50,34 + 34,32 ppm.

En dernier lieu, la concentration en phosphore soluble a été influencée par le pH initial et
temps de chauffage (p=0,0015), tel qu’illustré a la Figure 5.7, ainsi que par le traitement
(p<0,0001). Tel qu’observé pour les autres minéraux, c’est la concentration en phosphore
soluble du lait a pH initial 6,70 qui est la plus €levé et I’écart avec le pH initial 7,00 est
presque constant a prés de 40 ppm. Le chauffage pendant 10 minutes fait baisser la
concentration en phosphore soluble d’environ 10 %. Les différences observées entre les
traitements sont attribuables a la concentration en phosphore soluble du lait électroréduit a
pH 6,70 tres inférieure a celle du lait dégazé (p<0,0001) et du lait témoin (p<0,0001). Leurs
valeurs moyennes respectives sont de 475,50 + 28,05, 489,60 + 31,57 et
491,38 + 31,47 ppm. Cet écart n’était pas affecté par la durée du chauffage(interaction non

significative) .
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Figure 5.5 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min) sur
la concentration en calcium soluble (ppm) des surnageants d’ultracentrifugation.
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Figure 5.6 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min) sur
la concentration en magnésium soluble (ppm) des surnageants d’ultracentrifugation.
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Figure 5.7 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min) sur
la concentration en phosphore soluble (ppm) des surnageants d’ultracentrifugation.

5.4.2.5 Détermination de la couleur

Alors que les valeurs L, a et b sont des paramétres de couleur individuels, les calculs du DE
et du DC expriment respectivement la différence de couleur totale et la saturation. Le
traitements d’électroréduction et de dégazage appliqué au lait n’ont pas eu d’influence sur
les parameétres descriptifs de la couleur; seul 1’effet du pH initial combiné au temps de
chauffage (p<0,0001) a eu un effet sur ces parametres. Les résultats sont présentés au
Tableau 5.1. Les laits a pH initial élevé (7,05) brunissent davantage au chauffage que ceux
a pH 6,70. Aprés 10 minutes de traitement thermique, la différence de couleur totale du lait
a pH 6,70 est de 14,89 + 0,46 alors qu’a pH 7,05 elle est de 22,36 + 0,45, soit 1,5 fois plus

¢levée. Les résultats détaillés sont présentés en annexe au Tableau B.4.
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Tableau 5.1 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min)

sur les parameétres de couleur (L, a, b, DE et DC) des laits.

pH  Temps de L a b DE DC
chauffage
(min)
6,70 | 0 86,23 -4,83 6,68 0,55 0,19
5 90,94 -3,07 9,33 6,21 1,77
10 79,89 3,75 17,12 14,89 9,48
7,05 |0 85,21 -4,94 6,62 0,18 -0,03
87,87 -2,32 11,53 6,21 3,51
10 70,42 6,41 18,90 22,37 11,66

5.4.2.6 Détermination de la concentration en thiols totaux

Les concentrations en thiols totaux des laits témoin, dégazé et électroréduit sont présentées
au Tableau B.5 en annexe. Alors qu’aucun effet du pH initial ne peut étre observé, il existe
une interaction entre le traitement appliqué au lait et le temps de chauffage (p=0,0317), ce
qui est illustré a la Figure 5.8. Tandis qu’avant 1’application du traitement thermique, la
concentration en thiols totaux est la méme pour tous les laits a 4,41 + 0,06 uM/g prot., une
différence marquée est observée aprés 5 minutes de chauffage. A ce moment, la
concentration des laits dégazés et ¢électroréduits en thiols sont similaires, a
1,55 + 0,04 uM/g prot., et 2,3 fois plus élevée que celle des laits témoins. Aprés 10 minutes
de chauffage, I’écart s’estompe 1égérement; les laits dégazés et électroréduits affichent 0,64
+ 0,10 uM thiols/g prot., une concentration plus que deux fois supérieure a celle des laits
témoins. L’application d’un traitement thermique de cing minutes aux laits dégazés et
¢lectroréduits dégrade 65,1 % des thiols totaux et la prolongation de 5 minutes
supplémentaires entraine la perte de 58,7 % des thiols totaux qui restaient. La situation est
bien différente pour les laits témoins alors que 84,8 % des thiols totaux sont dégradés apres
5 minutes de chauffage. De cette quantité, 51,6 % supplémentaires sont perdus lorsque la

durée totale du traitement thermique atteint 10 minutes.
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Figure 5.8 Effet du traitement (témoin, dégaz¢ et €lectroréduit) et du temps de chauffage a
140 °C (0, 5 et 10 min) sur la concentration en thiols totaux (uM/g prot.).

5.4.2.7 Détermination des sucres et acides organiques

La détermination de la concentration en acides organiques (lactique et citrique) et en sucres
(lactose et galactose) des laits témoin, dégazé et électroréduit est difficile du fait que les
concentrations observées sont preés des limites de détection de I’appareil. Néanmoins, les
résultats obtenus sont présentés au Tableau B.6 en annexe. L’acide lactique présente une
interaction entre le pH initial, le temps de chauffage et le traitement appliqué au lait
(p=0,0120), ce qui est illustré a la Figure 5.9. De zéro a cinq minutes de chauffage, la
concentration en acide lactique varie trés peu pour tous les laits. Par la suite, les laits a pH
initial 7,05 montrent une plus grande augmentation de la concentration d’acide que ceux a
pH 6,70. De plus, a 10 minutes de chauffage et pH 7,05, la concentration des laits témoin et
dégazeé est similaire alors que celle du lait électroréduit est beaucoup plus faible. Ce
phénoméne n’est pas observé a pH 6,70 ou tous les laits suivent la méme tendance, sans

¢gard au traitement.

Les données obtenues pour 1’acide citrique montrent un effet du temps de chauffage
(p<0,0001) mais aucun du pH initial ou du traitement appliqué au lait tel qu’illustré a la
Figure 5.10. La concentration initiale moyenne de 1’acide citrique est de 0,219 £ 0,005 %;

elle augmente a 0,230 + 0,004 % dans les laits chauffés pendant 5 minutes (p=0,0003). Par
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ailleurs, la concentration aprés 10 minutes de chauffage est supérieure a celle observée

apres 5 minutes (p<0,0001) et s’établit a 0,252 + 0,007 %.

Du coté des sucres, seul le temps de chauffage a un effet sur la concentration en lactose
(p<0,0001). La concentration initiale des laits se situe a 4,57 = 0,17 %, trés pres de la
moyenne de 4,6 % retrouvée dans la littérature (Amiot ef al., 2002). La tendance suggere
une légere dégradation aprés 5 minutes de chauffage puisque la concentration passe a
4,50 + 0,15 % mais I’analyse statistique ne permet pas d’établir de différence significative.
La Figure 5.11 illustre les résultats obtenus. Toutefois, les laits chauffés pendant
10 minutes présentent une bonne dégradation du lactose lorsque comparés a celles des laits
chauffés pendant 5 minutes (p<0,0001). En effet, la concentration en lactose n’est plus que

4,23 £ 0,12 %, ce qui représente un écart de 0,34 % par rapport aux laits non-chauffés.

En dernier lieu, un effet combiné du pH initial et du temps de chauffage (p<0,0001) est
observé pour le galactose, tel qu’illustré a la Figure 5.12. La concentration initiale en
galactose se situe en moyenne a 0,012 £+ 0,002 % pour tous les laits. Elle n’augmente que
trés peu apres 5 minutes de chauffage pour se situer en moyenne a 0,023 + 0,003 %.
L’importance du pH initial se fait sentir aprés 10 minutes de chauffage. Les laits a pH 6,70
affichent une concentration de 0,071 &+ 0,001 % alors que la concentration a pH 7,05 est 1,4

fois supérieure et s’¢tablit a 0,099 & 0,005 %.
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Figure 5.10 Effet du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min) sur la concentration en
acide citrique (%) des laits.
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Figure 5.11 Effet du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min) sur la concentration en
lactose (%) des laits.
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Figure 5.12 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min)
sur la concentration en galactose (%) des laits.

5.4.2.8 Détermination de la lysine disponible

La quantité de lysine disponible est exprimée en concentration relative par rapport au lait
témoin . Les données obtenues pour les laits témoin, dégazé et électroréduit en fonction du
temps de chauffage sont présentées en annexe au Tableau B.7. Un effet combiné du pH
initial et du temps de chauffage (p=0,0419), illustré a la Figure 5.13, est observé sur la

baisse de la concentration en lysine. Apreés 5 minutes de chauffage, le lait a pH initial 6,70
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affiche la moins grande perte puisqu’il reste 98 + 1,8 % de lysine disponible. Dans le lait a
pH initial 7,05, il n’en reste plus que 96 + 1,9 %. L’écart se creuse davantage apres 10
minutes de chauffage. A ce moment, 89 + 0,7 % de la lysine est toujours disponible dans le
lait a pH initial 6,70 mais il n’en reste plus que 82 + 3,8 % dans le lait a pH initial 7,05.
L’application d’un traitement thermique de 5 minutes n’entraine la perte que de 2 et 4 % de
la lysine disponible pour les laits a pH 6,70 et 7,05 respectivement. La prolongation du
traitement thermique pour une durée totale de 10 minutes montre un effet bien plus marqué.
En effet, lors d’un tel traitement, 11 et 18 % de la lysine disponible est perdue, pour les laits

a pH 6,70 et 7,05 respectivement.
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Figure 5.13 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min)
sur la lysine disponible (%) des laits.

5.4.2.9 Détermination de la concentration et du profil protéique du surnageant
La concentration et la composition en protéines du surnageant d’ultracentrifugation des
laits témoin, dégazé et ¢lectroréduit a pH initial différent ayant subi un traitement

thermique pour différentes durées est présentée au Tableau B.8 en annexe.
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Il existe un effet combiné du pH initial et du temps de chauffage (p<0,0001) sur la
concentration des surnageants en protéines, tel qu’illustré a la Figure 5.14. Les laits non-
chauffés ont une concentration protéique moyenne de 0,87 + 0,15 %. Par la suite, quand un
traitement thermique de 5 minutes est appliqué au lait a pH initial 6,70, la concentration en
protéines du surnageant diminue a 0,69 £ 0,03, alors que celle du lait & pH initial 7,05
augmente a 1,19 + 0,04 %. Lorsque le chauffage est prolongé davantage, la concentration
en protéines dans les surnageants atteint un maximum pour chaque pH initial. Elle s’établit

20,96 £0,03 et 1,52 + 0,01 % respectivement pour le lait & pH initial 6,70 et 7,05.

On observe aussi un effet du traitement (p=0,0260) sur la concentration en protéine soluble
des laits chauffés. En moyenne, elle est supérieure de 0,05+0,03 % pour le lait

¢lectroréduit chauffé par rapport au lait t¢émoin chauffé (p=0,0073).
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Figure 5.14 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min)
sur la concentration protéique (%) du surnageant d’ultracentrifugation des laits.
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Pour ce qui est de la proportion de «-caséine soluble dans le surnageant
d’ultracentrifugation, une interaction pH initial x temps de chauffage (p<0,0001) est
présente. La Figure 5.15 illustre la concentration la de k-caséine soluble, exprimée en
fonction de la concentration protéique totale du surnageant. La proportion protéique initiale
de la zone de k-caséine est de 8,76 %. A pH 6,70, elle augmente a 29,92 + 2,51 % apres 5
minutes de chauffage puis diminue 4 21,82 = 1,68 % aprés 10 minutes de chauffage. A pH
7,05, elle augmente d’abord a 19,91 + 1,37 %, soit un tiers de moins qu’a pH 6,70, et ne
diminue ensuite que trés légeérement pour atteindre 19,15+ 1,31 %. En terme de
concentration, la k-caséine soluble représente au départ 0,07 % des protéines présentes dans
le surnageant. Cette concentration s’¢léve pour atteindre, aprés 5 minutes de chauffage,
0,18 et 0,24 % respectivement pour les pH initiaux de lait de 6,70 et 7,05. L’écart en faveur
du lait a pH initial 7,05 se creuse encore davantage aprés 10 minutes de chauffage. La
concentration de la k-caséine soluble atteint alors 0,21 et 0,29 % de la protéine totale du

surnageant, pour les pH initiaux de lait de 6,70 et 7,05.
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Figure 5.15 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min)
sur la concentration protéique de la zone de k-caséine (%) du surnageant
d’ultracentrifugation.
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L’évaluation qualitative des gels d’¢lectrophorése réalisés sur les surnageants
d’ultracentrifugation des laits témoin, dégazé et électroréduit a pH initial 6,70 ou 7,05 et
chauffés a 140 °C (0, 5 et 10 min) révele des bandes de protéines distinctes de poids
moléculaire différent (Figure 5.16). Le pH initial influence les bandes présentes sur les
gels. En effet, dés que le lait est chauffé, des différences apparaissent. Il y a davantage de
protéines au total dans les laits a pH initial 7,05. De plus, ces protéines sont de poids

moléculaire plus élevé, correspondant a des agrégats.

Le lait a pH initial 6,70 connait une diminution de la quantit¢ de protéines dans le
surnageant aprés 5 minutes de chauffage mais une bande élargie et plus foncée de k-CN
apparait. Aprés 10 minutes de chauffage, la quantité totale de protéines augmente; on
observe une grande quantité de protéines de plus grand poids moléculaire correspondant a
des protéines agrégées. Les gels réalisés sur le lait a pH initial 7,05 montrent que la
concentration protéique augmente avec le temps de chauffage. L’apparition d’une large
bande de k-CN apres 5 minutes de chauffage est observée, bande qui perd de I’'importance
lorsque le chauffage est prolongé. Aprés 10 minutes de chauffage, une longue bande quasi-

continue d’agrégats protéines est observée.
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Du c6té du traitement appliqué au lait, peu de différences sont observées. A pH 6,70, le lait
¢lectroréduit chauffé 5 minutes exhibe davantage de k— et B-CN et moins de a-CN que les
autres laits. Ces différences disparaissent lorsque le lait est chauffé davantage. A pH 7,05, il
existe peu de différences entre les traitements appliqués au lait si ce n’est que le lait

¢lectroréduit chauffé 10 minutes montre une bande plus foncée de k-CN que les autres.
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Figure 5.16 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min)
sur la concentration et le profil protéique du surnageant d’ultracentrifugation des laits
témoin, dégazé et électroréduit déterminé par SDS-PAGE.
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5.5 Discussion

5.5.1 Temps de coagulation a la chaleur

5.5.1.1 Effet du pH

Le profil du temps de coagulation a la chaleur en fonction du pH exhibe un comportement
de type A avec un minimum a pH 6,70 et un maximum a pH 6,85. Ces résultats concordent
avec les valeurs rapportées par Singh (2004). Par-contre, le temps requis pour atteindre la
coagulation ne peuvent é&tre comparés puisqu’ils dépendent en grande partie de

I’appareillage utilisé.

5.5.1.2 Effet du traitement d’électroréduction

Le comportement des laits témoin, dégazé et ¢électroréduit est similaire jusqu’a pH 6,90; le
traitement d’électroréduction n’a eu aucun effet sur le minima et le maxima. A des valeurs
de pH supérieures a 6,90, toutefois, le comportement du lait électroréduit differe
grandement du témoin puisque la stabilité augmente a un taux beaucoup plus rapide. Or, le
lait dégaz¢é présente un comportement similaire. L augmentation de la stabilité a pH élevé
ne semble donc pas causée par le traitement d’électroréduction mais par la faible
concentration en oxygeéne des laits, phénoméne qui n’est pas expliqué dans la littérature
actuelle. La zone ou le ces laits se démarquent du témoin correspond a la région II définie
par Singh (2004), et l’accroissement de la stabilit¢é thermique s’expliquerait par
I’augmentation de la charge protéique et la faible activité de I’ion calcium (O’Connell et
Fox, 2003; Singh, 2004). L’état actuel des connaissances ne permet pas cependant
d’expliquer la grande différence de stabilité entre les laits dégazé et électroréduit d’une part

et le lait t¢émoin d’autre part.
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5.5.2 Traitement thermique a haute température

5.5.2.1 Effet du pH

Les deux pH choisis pour 1’étude des effets du traitement thermique a haute température
correspondent au maximum de stabilité des laits (pH 6,70) et & un point ou les différences
entre le lait témoin et le celui qui est électroréduit sont grandes (pH 7,05), en plus de se
situer dans chacune des deux régions définies par Singh (2004) pour expliquer la stabilité
thermique du lait. Ces pH initiaux ont influencé la plupart des résultats. Tout d’abord, la
concentration minérale dans les surnageants d’ultracentrifugation deux heures apres le
traitement le thermique est systématiquement plus faible pour les laits a pH 7,05 puisque
’acidification du lait entraine la dissociation du phosphate de calcium et qu’a I’inverse,

I’augmentation du pH favorise sa précipitation (Amiot, 2002).

Ensuite, la couleur du lait aprés traitement thermique, qui peut jouer un rdle dans
I’acceptabilité par le consommateur d’un produit laitier stérilisé, est différente selon le pH
initial. En effet, le lait dont le pH initial est supérieur (7,05) brunit davantage et plus
rapidement que celui dont le pH initial se situe prés du pH naturel du lait. L’isomérisation
des sucres réducteurs est favorisée a pH élevé, ce qui accroit la formation de lactulose et
par conséquent la formation de pigments bruns (Berg, 1993). Ce résultat est appuyé par
celui de la concentration en lysine disponible des laits chauffés, inférieure dans les laits a

pH initial 7,05, qui est indicatrice de I’intensité de la réaction de Maillard.

Finalement, la quantit¢ et le profil des protéines retrouvées dans le surnageant
d’ultracentrifugation sont différents selon le pH initial, en accord avec la classification de la
stabilit¢ thermique selon le pH (O’Connell et Fox, 2003; Singh, 2004). Le lait a pH initial
6,70 se situe dans la région I. La concentration protéique minimale dans le surnageant
d’ultracentrifugation s’explique par le recouvrement des micelles de caséines par les
protéines sériques (O’Connell et Fox, 2003; Singh, 2004). Lors du chauffage prolongg¢,
I’intégrit¢ de la micelle est détruite ce qui explique la remontée de la concentration
protéique du surnageant apreés 10 minutes de chauffage. Le lait a pH initial 7,05, dont la
concentration protéique augmente en fonction du chauffage, se situe dans la région II

caractérisée par la dissociation de la k-CN micellaire mais aussi, de fagon moins marquée,
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d’autres caséines (O’Connell et Fox, 2003; Singh, 2004). L’examen des gels
d’¢lectrophorese réalisés sur les surnageants a d’abord permis de mettre en évidence la
variation de k-CN selon le pH et le temps de chauffage en accord avec la littérature
(O’Connell et Fox, 2003; Singh, 2004). De plus, la polymérisation des protéines chauffées
a haute température est trés évidente a 10 minutes de chauffage comme en témoignent les

bavures, principalement localisées dans les régions de plus haut poids moléculaire.

5.5.2.2 Effet du traitement d’électroréduction

Le lait électroréduit présente des concentrations minérales inférieures a celle des autres
laits. Ces €carts peuvent étre attribués aux conditions d’¢électroréduction qui ont caus€ une
perte protéique suite au colmatage de la membrane, entrappant des minéraux. De plus, des
minéraux peuvent s’étre déposés sur 1’électrode qui est recouverte d’un dépot blanchatre

apres traitement.

Pour ce qui est de la prévention de I’oxydation des thiols, les traitements de dégazage et
d’¢électroréduction ont eu le méme effet. La mesure des thiols totaux dans le lait montre que
I’oxydation des thiols est supérieure dans le lait t¢moin pour le temps de chauffage le plus
court mais similaire pour tous les laits chauffés plus longtemps. L’oxygene étant une
molécule oxydante, sa faible concentration dans le lait dégazé peut avoir contribué a
prévenir 1’oxydation des thiols (Walstra et Jenness, 1984). Cependant, puisque ’effet est le
méme pour le lait électroréduit, il n’est pas possible a la lueur des connaissances actuelles
de déterminer si I’effet préventif du traitement d’électroréduction sur 1’oxydation des thiols
est attribuable au traitement ou a sa conséquence, a savoir la diminution de la quantité

d’oxygene dissous.

5.6 Conclusion

Les dispositifs expérimentaux mis en ceuvre dans le présent chapitre n’ont pas permis de
déceler des effets significatifs du traitement d’électroréduction sur le brunissement non-
enzymatique ou la lysine disponible dans le lait aprés un traitement thermique sévere.
Néanmoins, les travaux ont mis en évidence I’effet positif du dégazage et de

I’¢lectroréduction sur la stabilité thermique du lait a pH supérieur a 6,90 ainsi que sur
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I’oxydation des thiols. Alors que des travaux supplémentaires seraient nécessaires pour
isoler I’effet du traitement d’électroréduction de I’effet de I’abaissement de la concentration
en oxygene dissous, 1’application d’un traitement d’électroréduction en continu en amont
du traitement thermique apparait comme une fagon efficace de dégazer le lait.
L’¢lectroréduction est donc une technologie prometteuse méme si les mécanismes exacts

demeurent a étre élucidés.



Conclusion générale

Ce projet a permis de démontrer que 1’application d’un traitement d’électroréduction au lait
devant subir un traitement thermique subséquent a modulé I’aptitude a la coagulation par la
présure et les paramétres associés a la fabrication fromagere simulée, ainsi que la stabilité
du lait a haute température. L’étude des cinétiques de coagulation par la présure a révélé
que le temps de prise des gels de lait électroréduit est inférieur a celui des gels de lait
dégazé ou témoin, alors que I’indice de fermeté est supérieur. Ces propriétés se révelent
intéressantes pour 1’industrie fromagére car une diminution du temps de prise peut se
traduire par une diminution des colts de fabrication. De plus, un caillé plus ferme est
généralement associ¢ a une meilleure rétention des protéines et des lipides, conduisant a
une augmentation du rendement fromager. L’étude des parametres associés a une
fabrication fromagere simulée a révélé que le lait électroréduit chauffé est celui dont le taux
d’humidité et la rétention protéique ont le moins augmenté par rapport au lait témoin non
chauffé. Ces résultats pourraient suggérer une réduction de fixation de la B-lactoglobuline
pendant le chauffage du lait électroréduit, corroborée par la concentration en thiols plus
¢levée dans le lait électroréduit que les laits témoin et dégazé chauffés et en accord avec
I’hypothéese de travail. Toutefois, la perte de protéines du lait électroréduit lors des essais
semble responsable du comportement fromager du lait électroréduit et particulierement du
plus faible rendement fromager observé avec le lait €lectroréduit chauffé, ne permettant pas
conclure sur 1’augmentation possible du rendement fromager suggéré par 1’étude des
cinétiques de coagulation. Néanmoins, 1’effet observé sur les thiols, en plus grande
concentration dans le lait électroréduit, est conforme a I’hypothése de travail selon laquelle
I’application d’un traitement d’électroréduction au lait prévient la formation du complexe

B-LG-k-CN lors d’un traitement thermique modéré.

L’application d’un traitement d’¢lectroréduction au lait a permis d’augmenter le temps de
coagulation par la chaleur a un pH supérieur a 6,90 et de diminuer 1’oxydation des thiols,
tout comme le traitement de dégazage. L application d’un traitement d’électroréduction en
continu en amont du traitement thermique apparait comme une fagon efficace de dégazer le

lait.
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Des ¢études supplémentaires, de nature fondamentale, sont toutefois requises pour ¢lucider
le mécanisme exact des réactions se produisant dans le lait lors du traitement
d’¢électroréduction, identifier les substances ¢lectrochimiquement actives et préciser le role
de I'oxygéne dissous. De plus, d’autres études portant sur I’optimisation des conditions
d’application du procédé d’¢lectroréduction sont requises pour maximiser I’effet du

traitement et le maintien des modifications subies.
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Annexe A
Tableaux du chapitre 3

Tableau A.1 Effet du traitement sur le pouvoir tampon (ml NaOH 1 N) des laits témoin,
dégaz¢ et ¢lectroréduit.

Pouvoir tampon

Traitement |(ml NaOH 1 N)
Témoin 1,68
Dégazé 1,74
Electroréduit 1,84
Erreur-type 0,05

Tableau A.2 Effet du temps de chauffage a 75 °C (0, 4, 8, 16, 32 et 64 min) sur le diametre
micellaire (nm) des laits témoin, dégazé et électroréduit.

Diametre micellaire
Chauffage (nm)
(min) Témoin Dégazé Electroréduit
0 185,2 185,0 185,0
4 183.,4 180,9 183.,3
8 183.,4 182,3
16 184,6 183,8 184,6
32 183,7 184,6 187,0
64 185,7 184,7 187,2
Erreur-type 0,4

Tableau A.3 Effet du temps de chauffage a 75 °C (0, 4, 8, 16, 32 et 64 min) sur
I’hydratation des micelles de caséines (g eau/g prot.) des laits témoin, dégazé et
¢lectroréduit.

Hydratation des micelles
Chauffage (g eau/g prot.)
(min) Témoin Dégazé  Electroréduit
0 2,29 2,31 2,33
4 2,26 2,25 2,27
8 2,21 2,23
16 2,20 2,21 2,21
32 2,15 2,21 2,26
64 2,19 2,20 2,26
Erreur-type | 0,01
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Tableau A.4 Effet du temps de chauffage a 75 °C (0, 4, 8, 16, 32 et 64 min) sur la
concentration et la composition protéique (%) des laits témoin, dégazé et électroréduit.

Chauffage| Concentration a-LA B-LG
protéique

Traitement  (min) (%) (%) (%)
Témoin 0 1,12 20,33 60,06
4 1,03 20,46 57,52
8 1,00 20,55 54,20
16 0,99 21,41 50,14
32 0,94 21,04 45,42
64 0,87 21,39 39,07
Dégazé 0 1,11 20,81 58,23
4 1,00 20,62 58,12
8 0,96 20,30 56,19
16 0,99 21,76 50,62
32 0,97 20,32 47,11
64 0,87 19,63 40,72
Electroréduit 0 1,12 21,59 61,01
4 0,99 20,52 57,17

8
16 0,99 21,07 51,76
32 0,96 19,78 47,40
64 0,84 17,75 42,18
Erreur-type 0,02 0,22 1,65

Tableau A.5 Effet du temps de chauffage a 75 °C (0, 4, 8, 16, 32 et 64 min) sur la
concentration en thiols totaux (uM/g prot.) du surnageant d’ultracentrifugation des laits
témoin, dégazé et électroréduit.

Thiols totaux
Chauffage (uM/g prot.)
(min) Témoin Dégazé Electroréduit
0 15,08 15,50 15,24
4 14,02 14,62 15,17
8 13,97 13,91 14,36
16 12,24 11,92 12,51
32 10,97 10,57 10,72
64 7,85 7,66 8,06
Erreur-type 0,62
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Tableau A.6 Concentration en calcium, potassium, magnésium, sodium et potassium totaux
(ppm) des laits témoin, dégazé et électroréduit.

Ca K Mg Na P

Traitement | (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)
Témoin 110574 1734,88 10530 455,82 756,54
Dégazé 1071,59 166491 102,09 440,93 732,09
Electroréduit| 1063,88 1656,37 99,95 438,71 705,85
Erreur-type | 12,86 24,87 1,55 537 14,64

Tableau A.7 Effet du temps de chauffage a 75 °C (0, 4, 8, 16, 32 et 64 min) sur la
concentration en calcium, potassium, magnésium, sodium et potassium solubles (ppm) des
surnageants d’ultracentrifugation des laits témoin, dégazé et électroréduit.

Chauffage] Ca K Mg Na P
Traitement (min) | (ppm) (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)
Témoin 0 44351 1640,82 77,85 443,66 495,90

4 444,77 1620,92 79,53 434,48 489,43
8 442,27 1619,23 78,85 440,96 496,16
16 423,73  1662,99 74,96 454,04 486,90

32 432,11 1648,40 75,60 442,18 49282
64 410,69 1503,09 69,39 416,33 454,63
Dégazé 0 422,05 1651,06 75,12 442,44 486,83

4 | 43347 1669,12 7735 450,10 496,77
8 | 422,38 1612,08 75,63 427,43 471732

16 | 421,96 1609,15 7586 431,51 476,71

32 | 427,14 1582,40 7595 42626 472,72

64 | 411,56 159451 73,77 42434 467,74

Electroréduit 0 | 420,94 1601,51 75,55 434,18 468,75
4 | 402,17 154154 7327 41544 443,71

8 | 42452 1521,16 67,01 42946 467,93

16 | 416,99 162541 69,02 436,91 463,93

32 401,75 1567,18 72,54 422,23 451,42
64 398,27 1586,30 67,56 425,99 451,50
Erreur-type 3,28 11,07 0,88 2,57 4,02




Tableau A.8 Effet du temps de chauffage a 75 °C (0, 4, 8, 16, 32 et 64 min) sur les
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parametres des cinétiques de coagulation par la présure (d, Tvmax, DOVmax,Vmax, Tlag)
des laits témoin, dégazé et électroréduit.

Chauffage DO, Tvmax DOVmax Vmai; Tlag
Traitement  (min) (min) (min”)  (min)
Témoin 0 1,658 15,101 1,255 0,096 8,937
4 1,581 18,515 1,229 0,070 11,003
8 1,550 19,258 1,224 0,062 11,066
16 1,529 20,589 1,216 0,052 11,074
32 1,522 23,151 1,223 0,039 10,393
64 1,486 26,369 1,203 0,024 9,154
Dégazé 0 1,699 14,164 1,250 0,108 8,834
4 1,586 17,495 1,221 0,073 10,716
8 1,558 18,386 1,220 0,066 10,819
16 1,522 20,416 1,211 0,050 10,895
32 1,512 22,485 1,215 0,039 10,368
64 1,462 25,238 1,191 0,022 8,810
Electroréduit 0 1,728 15,132 1,273 0,104 8,754
4 1,533 21,693 1,218 0,043 10,255
8
16 1,558 22,314 1,230 0,046 10,225
32 1,540 24,648 1,221 0,033 9,722
64 1,523 25,955 1,202 0,023 8,184
Erreur-type 0,017 0,906 0,005 0,006 0,230




Annexe B
Tableaux du chapitre 5

Tableau B.1 Effet du pH (6,5 a 7,1) sur le temps de coagulation (min) a 140 °C des laits
témoin, dégazé et ¢lectroréduit.

Temps de coagulation a 140 °C
(min)
pH Témoin Dégaz¢ Electroréduit
6,50 8,41 8,55 7,75
6,60 11,14 13,43 13,10
6,70 15,97 21,65 18,71
6,80 5,96 4,62 5,10
6,90 4,88 5,75 6,25
7,00 6,00 22,78 31,10
7,10 11,79 35,98 35,92

Tableau B.2 Effet du pH initial (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10
min) sur le pH aprés traitement thermique des laits témoin, dégazé et électroréduit.

pH
Chauffage (min)

pH Traitement 0 5 10
6,70 Témoin 6,66 6,49 6,34
Dégazé 6,67 6,51 6,35
Electroréduit 6,68 6,55 6,38

7,05 Témoin 7,01 6,83 6,57
Dégazé 7,03 6,85 6,57
Electroréduit 7,07 6,88 6,60
Erreur-type 0,05 0,04 0,03
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Tableau B.3 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min)
sur la concentration en calcium, magnésium et phosphore solubles (ppm) des surnageants
d’ultracentrifugation des laits témoin, dégaz¢ et €électroréduit.

pH  Chauffage Traitement Ca Mg P

(min) (ppm) (ppm) (ppm)
6,70 |0 Témoin 415,00 76,90 527,12
Dégazé 352,23 65,22 479,22
Electroréduit 346,94 58,86 467,80
5 Témoin 413,55 76,85 524,80
Dégazé 350,24 65,33 480,23
Electroréduit 342,32 58,28 463,77
10 Témoin 402,33 75,40 506,45
Dégazé 343,32 64,44 468,29
Electroréduit 343,11 58,00 451,75
7,05 |0 Témoin 335,47 72,02 471,78
Dégazé 320,95 61,89 44401
Electroréduit 328,57 55,60 432,35
5 Témoin 336,36 72,25 47824
Dégazé 324,53 61,94 44730
Electroréduit 326,48 55,45 431,09
10 Témoin 333,31 72,01 471,59
Dégazé 324,55 61,41 436,07
Electroréduit 328,09 54,94 425,78

Erreur-type 7,10 1,79 7,07
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Tableau B.4 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min)
sur les paramétrse de couleur (L, a, b, DC, DE) des laits témoin, dégazé et électroréduit.

pH Temps Trait L a b DC DE
6,70 | 0 Témoin 85,74 -4,82 6,45 0,00 0,00
Dégazé 86,41 -4,84 6,79 0,29 0,77

Electroréduit 86,53 -4,84 6,78 0,28 0,87

5 Témoin 90,89 -3,15 8,90 1,39 5,95
Dégazé 91,05 -3,03 9,41 1,83 6,35

Electroréduit 90,87 -3,03 9,69 2,09 6,33
10 Témoin 79,98 3,68 16,74 9,08 14,54
Dégazé 80,27 3,68 17,15 9,49 14,72
Electroréduit 79,41 3,90 17,48 9,86 15,42

7,0510 Témoin 85,32 -4,.91 6,68 0,00 0,00
Dégazé 85,25 -4,94 6,68 0,02 0,17

Electroréduit 85,06 -4,97 6,50 -0,11 0,38

5 Témoin 87,91 -2,12 11,57 3,52 6,35
Dégazé 88,26 -2,41 11,49 3,47 6,28

Electroréduit 87,45 -2,43 11,53 3,53 6,01
10 Témoin 70,18 6,63 19,18 12,00 22,79
Dégazé 70,90 6,25 18,80 11,52 21,90
Electroréduit 70,16 6,35 18,72 11,47 22,40

Erreur-type 1,63 1,06 1,16 1,10 1,92

Tableau B.5 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min)
sur la concentration en thiols totaux (uM/g prot.) des laits témoin, dégazé et électroréduit.

Concentration en thiols totaux
(uM/g prot.)
Chauffage (min)
pH Traitement 0 5 10
6,70 Témoin 4,474 0,761 0,409
Dégazé 4,442 1,628 0,362
Electroréduit 4,535 1,724 0,549
7,05 Témoin 4211 0,563 0,231
Dégazé 4,394 1,411 0,778
Electroréduit 4,407 1,440 0,871
Erreur-type 0,414
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Tableau B.6 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min)
sur la concentration en acide lactique et citrique (%) ainsi qu’en lactose et galactose (%)
des laits témoin, dégazé et électroréduit.

Chauffage|Acide lactique Acide citrique  Lactose Galactose
pH Traitement  (min) (%) (%) (%) (%)
6,70 Témoin 0 0,032 0,225 4,696 0,014
5 0,033 0,229 4,379 0,018
10 0,054 0,253 4,176 0,070
Dégazé 0 0,029 0,221 4,725 0,014
5 0,031 0,232 4,691 0,022
10 0,058 0,253 4,397 0,072
Electroréduit 0 0,032 0,212 4,677 0,014
5 0,031 0,231 4,688 0,022
10 0,056 0,249 4,203 0,071
7,05 Témoin 0 0,029 0,217 4,254 0,011
5 0,027 0,222 4,419 0,024
10 0,068 0,261 4,085 0,094
Dégazé 0 0,029 0,218 4,526 0,011
5 0,031 0,231 4,381 0,024
10 0,067 0,257 4,133 0,101
Electroréduit 0 0,029 0,221 4,563 0,010
5 0,033 0,235 4,413 0,027
10 0,052 0,240 4,085 0,103
Erreur-type 0,003 0,004 0,053 0,008

Tableau B.7 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min)
sur la lysine disponible (%) dans les laits témoin, dégaz¢é et électroréduit.

Lysine disponible
(%)

Chauffage (min)
pH Traitement 0 5 10
6,70 Témoin 100 96 90
Dégazé 100 100 89
Electroréduit 100 98 88
7,05 Témoin 100 93 78
Dégazé 100 97 82
Electroréduit 100 96 86

Erreur-type 1,64
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Tableau B.8 Effet du pH (6,70 et 7,05) et du temps de chauffage a 140 °C (0, 5 et 10 min)
sur la concentration protéique totale et la concentration protéique de la zone de k-caséine
(%) du surnageant d’ultracentrifugation des laits témoin, dégazé et électroréduit.

Protéines totales du Zone k-CN dans le
Chauffage surnageant surnageant

pH Traitement (min) (%) (%)
6,70 Témoin 0 0,8382 8,56
5 0,5533 27,51
10 0,9295 22,36

Dégazé 0 0,8432 8,90
5 0,5830 32,52
10 0,9532 23,17

Electroréduit 0 0,8437 8,71
5 0,6222 29,74
10 0,9883 19,94

7,05 Témoin 0 0,8970 9,02
5 1,1577 22,01

10 1,5142 20,05

Dégazé 0 0,9040 9,03

5 1,1873 19,41

10 1,5243 19,75

Electroréduit 0 0,8987 8,29

5 1,2308 18,31

10 1,5257 17,65

Erreur-type 0,0713 1,83




