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Résumé - Les coagulations enzymatique et mixte du lait sont étudiées avec une méthode viscoé-
lasticimétrique. Alors que les cinétiques de coagulation enzymatique comportent 2 étapes, les cinéti-
ques de coagulation mixte en font apparaitre 4 : 1) une phase de latence qui correspond a I'hydro-
lyse enzymatique et a l'agrégation des micelles, suivie par 2) la formation et le raffermissement du
coagulum, puis 3) une phase de diminution de la fermeté associée a la déminéralisation du réseau
protéique, enfin 4) une nouvelle phase d'augmentation de la fermeté, associée a une réorganisation
de la structure du coagulum. L'influence du calcium est examinée par comparaison entre les 2 types
de coagulation, mixte et enzymatique, sur les différents paramétres descriptifs :temps de latence,
fermeté, vitesse de coagulation et indice de viscoélasticité.

coagulation  enzymatique - coagulation mixte - propriétés  viscoélasticimétriques - cal-
cium
Summary - Comparison between enzymatic and mixed enzymatlc and lactic acid coagula-

tion of milk. Influence of calcium additon. Milk enzymatic coagulation and its combination with
lactic acidification ~were studied using a viscoelasticimetric =~ method. While two phases characterize
enzymatic coagulation, four steps were distinguished for the combined enzymatic and lactic coagula-
tion : 1.a lag phase during which proteolysis and micelle aggregation occurred, 2. gel formation and
firming, 3. adecrease in firmness due to the demineralization of the protein structure, 4. a second in-
crease in firmness associated with a reorganization of the structure of the coagulum. Calcium influ-
ence was examined by comparing the two coagulation types, using descriptive parameters : lag
phase, firmness, coagulation rate, viscoelasticity index.

enzymatic coagulation - combined enzymatic and lactic coagulation - viscoélasticimetric
properties - calcium
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INTRODUCTION

La coagulation

I'objet de nombreuses
quelles il existe plusieurs

enzymatique du lait a fait

recherches sur les-
revues bibliogra-

phiques : en particulier, Thomasow & Voss
(1977), Prokopek (1978) sur les méthodes
d'étude, Green (1977) sur les agents coa-
gulants, Walstra & Van Vliet (1986) sur la

physicochimie de
vanche, la coagulation
I'action conjointe d'enzymes
et de l'acidification par les bactéries
ques a été moins étudiée (Roefs,

la coagulation. En re-
mixte résultant de
coagulantes
lacti-
1986;

Van Hooydonk et al., 1986b). Trois types
de difficultés peuvent expliquer cette situa-
tion : d'une part, la maitrise des dévelop-
pements bactériens n'est pas acquise,

d'autre part la coagulation mixte met en
jeu des phénomenes physicochimiques
plus complexes que la coagulation enzy-
matique, enfin les instruments de mesure
appropriés sont rares. Or, la technologie
fromagére est souvent basée sur des coa-

gulations mixtes. Il importe donc de pro-
gresser dans la connaissance des phéno-
menes qui leurs sont associés,
connaissance particulierement nécessaire
a l'optimisation de capteurs pour le

contréle automatique en fabrication froma-

gére.
Nous présentons
tats obtenus en coagulation

viscoélasticimétre  GVT-INRA

al., 1982a), et nous les comparons avec
ceux obtenus en coagulation enzymatique.
De plus, les effets de l'addition du calcium,
dont le mécanisme d'action au cours des

ici les premiers résul-
mixte avec le

(Gervais et

différentes étapes de la coagulation n'est
pas encore completement élucidé (Van!/.
Hooydonk et al.,, 1986¢c; Bringe & Kinsella,
1986) ont été examinés et sur les 2 types
de coagulation est discutée leur comparai-
son.

Y. Noél et al.

MATERIELS ET METHODES

Mesures rhéologiques

Le viscoélasticimétre GVT-INRA, utilisé pour
suivre les cinétiques de coagulation, fonctionne
sur le principe du cisaillement harmonique en

entrefer large. Les essais ont été conduits avec
une amplitude du mouvement du cylindre de

mesure de 4 degrés et une fréquence de 10-'
Hz. Le mouvement du cylindre de mesure est
connu, a chaque instant, grace a un capteur po-

tentiométrique de déplacement angulaire Bo-
nohm (Le Prototype Mécanique Industrie, F-
78260 L'Etang-La-Ville). La résistance du coa-

gulum en formation est mesurée par un capteur
e couple a jauges de contrainte (Société Euro-
péenne d'Extensométrie Appliquée, F-28000

Chartres). La saisie des données est assurée
par un calculateur Hewlett Packard HP9816 et

un oscilloscope numérique a mémoire Nicolet
Explorer 2090 iliA (tiroir 206), accompagnés
des périphériques suivants : un disque dur

HP9134, une imprimante HP 2225AB et une
table tragante Tektronix 4662.

Le comportement rhéologique du coagulum
de lait est observé, avec le viscoélasticimetre

GVT-INRA, dans le domaine non linéaire
(Gervais et al, 1982b), ce qui se traduit par
I'existence d'harmoniques dans le signal de ré-

ponse. L'analyse de Fourier permet alors de sé-
parer la partie linéaire (signal fondamental) de la
partie non linéaire (signaux harmoniques). On
ne s'intéressera par la suite qu'a la partie li-
néaire du signal (Kobayashi et al., 1982).

La contrainte est calculée a partir de la me-
sure du moment de couple, en tenant compte
des caractéristiques géométriques du cylindre et
aprés correction de l'inertie de I'équipage mobile
constitué Par le cylindre et le couplemétre
(Lefevre, 1988).

On calcule enfin le déphasage entre le signal
sinusoidal du mouvement du cylindre et le si-
gnal fondamental du couple mesuré, ou angle

de perte.

Le lait

Le lait utilisé pour les essais (5 kg par essai) est
reconstitué dans de l'eau bidistillée a 45 oC,
sous agitation, a partir d'une poudre de lait écré-
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mé Nilac (Nizo, Hollande) du type basse tempé-
rature, a raison de 100 g de poudre par kg de
lait reconstitué. Le mélange est agité sans
chauffage (1250 t/min) pendant 1 h.

La teneur moyenne en calcium total du lait
reconstitué est de 1,30 g/kg. Les solutions de
chlorure de calcium ajoutées au lait ont été preé-
parées a partir de CaCl,, 2H,0 cristallisé (Prola-
bo),

Coagulation enzymatique

Le lait destiné aux essais en coagulation enzy-
matique est additionné d'un antibactérien (1 ml
d'une solution de thiomersal a 100 gl1 pour 1 |
de lait). Aprés reconstitution, le lait est versé
dans la cuve du viscoélasticimétre GVT-INRA,
ou il s'équilibre au repos pendant 16-18 h a
30 -C (Famelart, 1982; Roefs, 1986).

La solution enzymatique est préparée a par-
tir d'une présure en poudre Hansen solubilisée
dans un tampon acétate de sodium 0,05 molli a
pH 5,5. La quantité ajoutée, soit 0,5 ml, repré-
sente 222 J.lgde chymosine active par kg de lait
reconstitué. L'activité chymosine de la présure
utilisée représentait 99,3% de l'activité coagu-
lante totale, déterminée selon la norme FIL 110
A (FIL, 1987).

Les apports en chlorure de calcium corres-
pondent a 9 niveaux compris entre 0 et 400 mg/
kg de lait. Lors de la reconstitution, le pH final
du lait est ajusté a 6,60 par addition d'une quan-
tité appropriée d'une solution normale d'acide
chlorhydrique ou de soude.

TEMPS
Fig. 1. Coagulation enzymatique. Evolution en fonction du temps.

de raffermissement, 3) de I'angle de perte.

1
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Coagulation mixte

Le lait destiné aux essais en coagulation mixte
est reconstitué sans antibactérien, puis versé
dans la cuve du viscoélasticimétre thermostatée
a 30 oC; il est maintenu pendant 1 h avant I'addi-
tion des ferments lactiques.

Les 5 kg de lait sont ensemencés avec 50 ml
de ferments préparés a partir d'une souche de
Streptococcus  lactis ssp diacetylactis  (souche
INRA n° 125). Le pH du lait ensemencé est suivi
en continu au moyen d'un pHmeétre Orion SA
720 équipé d'une électrode de pH Ross 81.62
(ET = 0,02). Lorsque le pH est a 6,00 (temps
t'o), la solution enzymatique, préparée comme
précédemment a partir de présure en poudre
Hansen, est ajoutée au lait a la dose de 88,8 J.Ig
de chymosine active par kg de lait.

Les apports de chlorure de calcium corres-
pondent a 6 niveaux entre 0 et 400 mg/kg de
lait.

RESULTATS

Coagumtionenzymatique

Une cinétique de coagulation enzymatique
est représentée Figure 1. La courbe (1)
correspond a I'évolution de la contrainte en

a

(31
(21

(nl
1) de la contrainte, 2) de la vitesse
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fonction du temps. Le temps de latence, t;,

souvent appelé «temps de gel», dont la
détermination dépend du seuil de mobilité
de l'appareil, est associé arbitrairement a

une contrainte de 0,5 Pa. La contrainte
maximum relevée sur la cinétique corres-
pond au plateau. La dérivée de Ia
contrainte en fonction du temps, qui n'est
autre qu'une vitesse, est aussi représen-
tée Figure 1 (courbe 2) :le maximum de la
dérivée est pris comme vitesse maximale
de raffermissement.  Enfin, ['évolution de
I'angle de perte (courbe 3) est indiquée sur
la méme figure : on observe une diminu-
tion rapide et importante de l'angle de
perte dés le début de la formation du gel,
puis celui-ci tend vers une valeur limite, de
l'ordre de 15 degrés d'angle.

Coagulation mixte

La Figure 2 donne un exemple de cinéti-
que de coagulation mixte. Le temps O sur
la figure correspond a l'addition des fer-
ments et le temps t'a a I'addition de l'en-

1ve

Fig. 2. Coagulation
raffermissement,

mixte. Evolution en fonction du temps. Y1) de la contrainte,
Y3) de l'angle de perte, Y4) du pH.

zyme coagulante. Aprés une phase de la-
tence, on observe une augmentation de la
contrainte (courbe Y1) jusqu'a un maxi-
mum 'tM au point PM, puis une diminution
de cette contrainte de l'ordre de 60%
jusqu'a un minimum ‘'tm au point Pm et
enfin a nouveau une augmentation de la
contrainte qui montre alors une tendance
a se stabiliser a une valeur plateau.

La courbe Y4 indique I'évolution du pH
observée dans le méme temps; on remar-
que qu'entre le point maximum PM et le
point  minimum Pm de la courbe de
contrainte, le pH diminue de 5,60 a 5,00.

La courbe de l'angle de perte (courbe
Y3) montre wune diminution trés rapide
jusqu'a une valeur de 15 degrés d'angle,
dés le début de la formation du gel. Aprés
un plateau assez court, l'angle de perte
augmente jusqu'a un maximum qui coin-
cide exactement avec le minimum de la
courbe de contrainte. Ensuite, l'angle de
perte diminue jusqu'a une valeur seuil de
I'ordre de celle qui précéde le maximum.

Enfin, la courbe Y2 représente la déri-
vée de la contrainte en fonction du temps

- g

TI

-{
m

6e

a
@

.

3e

T2

le 15 2e
temps (hl

Y2) de la vitesse de



Coagulation

15-11

o 12511

500

CoCl12 (mg/kg)

2

enzymatique et mixte 483

1

| I /_ 1
NI

]!
CHE L

n 80 151'1 JHI 320 HI0

[0.[17 [mg/kg)

. 'I-_
~"r_—

;o Hte -- Ll I
th hlll
15 tCE:~ B~ A CC ’ —_—
o w -.. ~J
n 81' e 320 4 8=1 161'1 241'1 -3C:-"--t
CoClI2 (mg/kg) CoCI2 (mg/kgl

Fig. 3. Influence de l'addition du calcium sur les parametres caractéristiques
lation enzymatique et mixte. a. Temps de latence:

mixte. b. Contrainte

Pm (.) en coagulation mixte. c. Angle de perte: -
au point Pm (. -) en coagulation
enzymatique, ~ -en coagulation mixte.

comme pour la coagulation enzymatique,

-A--contrainte maximale en coagulation

mixte. d. Vitesse maximale de raffermissement: B

des cinétiques de coagu-
enzymatique,- ...-en coagulation
enzymatique, au point PM (-, et au point
en coagulation enzymatique, au point PM( ...-) et
en coagulation

-a-en coagulation

Coagulation enzymatique

on considére le maximum de la dérivée

comme la vitesse maximum de raffermis-

sement.
Addition de calcium

L'influence de

sultats sont présentés sur la Figure 3.

I'addition du calcium est
examinée sur les principaux parameétres
descriptifs de la cinétique de coagulation
enzymatique ou mixte (temps de latence,
contrainte maximale, vitesse maximale de
raffermissement, angle de perte). Les ré-

Le temps de latence t; (Fig. 3a) diminue
en fonction de la concentration de calcium
jusqu'a 160 mg/kg, et se stabilise ensuite
au voisinage d'une valeur limite. La
contrainte maximale (Fig. 3b) augmente
sensiblement jusqu'a 160 mg/kg, puis dimi-
nue ensuite. La valeur limite de I'angle de
perte (Fig. 3c) apparait peu sensible a I'ad-
dition de calcium. La vitesse maximale de
raffermissement diminue sensiblement
entre 0 et 20 mg/kg, augmente jusqu'a 160
mg/kg, puis diminue nettement au-dela
(Fig. 3d).
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La reproductibilité des mesures avait
été par ailleurs évaluée sur 3 laits, addi-
tionnés de 160 mg de calcium par kg de
lait : les coefficients de variation observés
étaient respectivement de 1% sur le temps
de latence et la contrainte maximale, de
2% sur la valeur limite de l'angle de perte
et de 3% sur la vitesse maximale de raffer-
missement.

Coagulation mixte

Dans le cas de la coagulation mixte, ['in-
fluence de l'addition du calcium est exami-
née sur les caractéristiques des points re-
marquables de la cinétique (Fig. 2, courbe
Y1), c'est-a-dire:

-le  point P4 qui a pour abscisse le temps
de latence t1;

- le point maximum PM;
-le  point minimum Pmde la cinétique.

Chaque point est caractérisé, d'une
part par ses coordonnées (contrainte et
temps) sur la cinétique de coagulation,
d'autre part, par le pH et l'angle de perte
correspondant. Les valeurs des temps pris
en compte pour l'analyse des résultats
sont données en considérant comme ori-

Tableau 1. Temps ty et t,, associés respective-
ment aux points PM et Pm de la cinétique de co-

agulation mixte en fonction de la quantité de
CacCl, ajouté.

CaCl» tm tm

(9/kg) ) (©)]
0 3460 9650
40 3900 10850
80 3880 10540
120 4650 11250
240 5200 12250
400 7200 14800

gine le temps de l'addition de la solution
enzymatique.

Le temps de latence (t1) n'est pas sen-
sible a l'addition du calcium, sauf a 400
mg/kg ou l'on note une augmentation tres
nette (Fig. 3a). Au contraire, les temps as-
sociés aux points PM et Pm augmentent
avec la quantité de calcium ajouté, avec
un plateau entre 40 et 80 mg/kg de Ca
(Tableau 1).

La Figure 3b présente les valeurs de la
contrainte aux points PMet Pm en fonction
de la quantitt de calcium ajouté. La
contrainte en PM augmente Iégérement
jusqu'a 40 mg/kg de CaCly puis diminue
faiblement jusqu'a 160 mg/kg et trés nette-
ment ensuite. L'évolution de la contrainte
en Pm n'est pas si différente de celle en
PM, sauf pour 80 mg/kg de CaCly:

L'angle de perte en PM et Pm manifeste
une légére tendance a la baisse lorsque la
quantité de calcium ajouté augmente (Fig.
3c), avec un minimum plus prononcé vers
40 mg/kg. La vitesse maximum de raffer-
missement, calculée sur la partie de la
courbe de contrainte comprise entre P; et
PM, augmente un peu entre 0 et 40 mg/kg
de calcium ajouté, mais diminue ensuite
nettement (Fig. 3d).

La reproductibilité a été estimée dans
le cadre d'un plan d'expérience dont les ré-
sultats seront présentés et discutés dans
un prochain article. Les coefficients de va-
riation des paramétres étudiés ici étaient
< 5%, sauf celui de la contrainte au point
Pm pour lequel il atteignait 16%.

DISCUSSION

Cinétiques de coagulation

La cinétigue de coagulation enzymatique,
représentée par I'évolution de la contrainte
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mesurée en fonction du temps, est classi-
que. Pendant la phase de latence ou la
contrainte mesurée n'est pas significative-
ment différente de zéro, se déroulent I'hy-
drolyse enzymatique de la caséine kappa
et l'agrégation des micelles de caséines.
Puis, la formation du coagulum se traduit
par l'apparition d'une contrainte significati-
vement différente de zéro, a laquelle est
associé le temps de latence ou temps de

gel.

L'organisation du réseau et le raffermis-
sement du gel se traduisent ensuite par
une augmentation de la fermeté, d'abord
assez rapide, puis plus lente. La contrainte
tend alors vers un plateau qui matérialise
un comportement rhéologique stable du
coagulum puisque l'angle de perte aussi
est constant. L'évolution de l'angle de
perte traduit ici I'apparition et le développe-
ment d'une composante élastique impor-
tante dés le début de la formation du gel.
L'existence d'un plateau atteint trés rapide-
ment suggére que l'acquisition du compor-
tement rhéologique caractéristique du coa-
gulum se produit trés tot aprés la transition
liquide-gel. De plus, si la part de la compo-
sante élastique par rapport a la compo-
sante visqueuse est constante dés que
I'angle de perte atteint ce plateau, l'aug-
mentation de la contrainte, c'est-a-dire de
la fermeté, observée dans le méme temps,
indique que les amplitudes de ces 2 com-
posantes augmentent mais dans les
mémes proportions. Des résultats compa-
rables, obtenus dans le domaine linéaire,
sont présentés par Walstra & Van Vliet
(1986), ainsi que par Dejmek (1987), ce
qui pourrait suggérer que I'évolution obser-
vée de l'angle de perte n'est pas affectée
par le caractére linéaire ou non de l'essai
harmonique. Toutefois, Lee (1986) ob-
serve, dans le domaine linéaire, une dimi-
nution réguliére de I'angle de perte depuis
le point de gel jusqu'a I'état d'équilibre, at-
teint aprés des temps particulierement
longs. Ces différents auteurs ne fournis-
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sant pas de données quantitatives sur la
précision des mesures, la discussion de
ces résultats contradictoires est limitée.
Néanmoins I'hypothése selon laquelle la
nature des liaisons déterminant le compor-
tement rhéologique du coagulum enzyma-
tique n'évoluerait pas (Dejmek, 1987?; Wal- //
stra & Van Vliet, 1986) doit étre considérée
avec prudence.

Le recours a un essai en cisaillement
harmonique dans des conditions d'ampli-
tude, de fréquence et de température non
destructives pour le gel, a permis aussi de
suivre des cinétiques de coagulation mixte
pendant plusieurs heures sans que l'on
observe de fissures ou de synérése.
Quatre étapes a partir de I'addition de l'en-
zyme coagulante ont ainsi été mises en
évidence. Van Hooydonk et al. (1986b) ont
présenté un résultat qui suggéere égale-
ment l'existence de plusieurs étapes, mais
celles-ci n'apparaissaient pas néttement
différenciées.

Les 2 premiéres parties de la cinétique
de coagulation mixte correspondent aux 2
premiéres étapes de l'action de I'enzyme
coagulante : hydrolyse enzymatique de la
caséine kappa et agrégation des micelles
pendant le temps de latence, puis coagula-
tion proprement dite avec formation du ré-
seau protéique et augmentation de la fer-
meté de celui-ci. La diminution de la
contrainte que I'on observe ensuite, qui tra-
duit une diminution de fermeté, peut étre
imputée a la déminéralisation du réseau
protéique liée a I'évolution du pH. En effet,
on sait qu'a pH = 5,10, la déminéralisation
des caseéines est presque compléte (Even-
huis & De Vries, 1959; Heertje et al., 1985;
Van Hooydonk et et., 1986a).

Aprés le point minimum Pm, la remon-
tée de la contrainte et par suite de la fer-
meté pourrait étre expliquée par la mise en
place de liaisons nouvelles du type de
celles d'un coagulum lactique.

L'évolution de I'angle de perte pendant
les 2 premiéres parties est similaire a celle
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que l'on observe en coagulation enzymati-
que. En revanche, au voisinage du point
Pm, la variation de I'angle de perte signifie
que la composante visqueuse a sensible-
ment augmenté au détriment de la compo-
sante élastique, révélant ainsi une réorga-
nisation de la structure du réseau. La
valeur de "angle de perte atteinte au ni-
veau des zones «plateau» (14-15 degrés)
est légerement inférieure a celle qui est
observée pour le coagulum obtenu par
voie enzymatique (15-16 degrés), mais
elle est nettement différente de la valeur
de 25 degrés mesurée pour un coagulum
lactique (Lehembre, 1986). Walstra & Van
Vliet (1986) montrent une évolution simi-
laire de I'angle de perte en fonction du pH.
Si l'on retient I'hypothese émise par cer-
tains auteurs (Walstra & Van Vliet, 1986;
Roefs, 1986; Bohlin ef al., 1984) selon la-
quelle l'angle de perte rendrait compte du
type de liaisons spécifiques d'un coagu-
lum, nos résultats suggéreraient que la
structure d'un coagulum mixte est assez
proche de celle d'un coagulum enzymati-
que. Cependant, il convient aussi d'envisa-
ger l'hypothése selon laquelle ce para-
métre ne discriminerait pas suffisamment
les différences de structure.

Addition de calcium

La discussion des résultats relatifs a I'in-
fluence comparée du calcium en coagula-
tion enzymatique et en coagulation mixte
doit étre précédée de 2 remarques. Les 2
expérimentations avaient été réalisées
dans des conditions différentes, notam-
ment avec des concentrations en présure
et un mode de préparation du lait diffé-
rents. Toutefois, l'intérét de faire une ana-
lyse comparée des résultats a conduit a
rapprocher les 2 séries d'expérimentation.
On peut raisonnablement supposer que
.l'incidence de la différence de concentra-

tion en agent coagulant porte surtout sur
les valeurs absolues des paramétres de
temps, mais que les hypothéses formulées
a partir des observations relatives a l'ac-
tion du calcium restent valables. La se-
conde remarque porte sur les différences
de préparation des échantillons. La coagu-
lation par voie enzymatique autorise I'utili-
sation d'un antibactérien et par suite un
temps d'équilibrage long a la température
de l'essai (16 hl. En coagulation mixte,
cette procédure étant exclue, le temps
d'équilibrage a été limité & 1 h a la tempé-
rature de l'essai avant d'ajouter les fer-
ments lactiques. Des mesures de pH ef-
fectuées par ailleurs en laboratoire
montrant que le pH a 1 h est peu différent
de celui mesuré a 24 h : en conséquence,
on supposera que les équilibres minéraux,
notamment calcique, sont pratiquement
réalisés. Enfin, le pH du lait a été corrigé
apres l'addition du Ca dans le cas de la
coagulation enzymatique; cette correction
n'a pas été faite en coagulation mixte mais
I'emprésurage a toujours été effectué au
méme pH de 6,00.

On sait que I'addition de calcium a pH
constant n'a pas d'influence sur la réaction
d'hydrolyse enzymatique, mais qu'elle ac-
célére la réaction d'agrégation des mi-
celles hydrolysées (Van Hooydonk et al.,
1986¢), probablement en provoquant spé-
cifiquement une diminution du potentiel ¢
en valeur absolue (Dalgleish, 1984), ce qui
se traduit par une diminution du temps de
latence (Van Hooydonk et sl., 1986c).
Toutefois, cet effet n'est observable que
pour les quantités limitées de CaCl, ajouté
: au-dela de 200 mg/kg, I'addition de cal-
cium ne modifie plus le temps de latence
(Van Hooydonk, 1987).

En coagulation enzymatique, le temps
de latence diminue avec la quantité de cal-
cium ajouté jusqu'a 160 mg/kg : la diminu-
tion est lente entre 0 et 40 mg/kg, ten-
dance observée par Kowalchyk & Oison
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(1979), et plus rapide entre 40 et 160
mg/kg. Le pH du lait ayant été ajusté, les
variations du temps de latence jusqu'a 160
mg/kg traduiraient bien une accélération
de la phase d'agrégation. Au-dela de 160
mg/kg, ce paramétre n'évolue plus. Des ré-
sultats comparables ont été obtenus, no-
tamment par Van Hooydonk (1987) et Lee
(1986).

En coagulation mixte, il y a peu d'effet
de l'apport de calcium sur le temps de la-
tence. Pour expliquer ce phénoméne, il est
utile d'examiner la répartition probable du
calcium entre les phases micellaire et so-
luble. La quantité de Ca fixée par les mi-
celles, au pH du lait (pH 6,60), a été don-
née par Brulé (1981) pour des apports en
calcium de 0 a 4 g/kg. En particulier, dans
la gamme des faibles apports en calcium
(250 mg/kg de calcium fixé pour 386,4 mg/
kg de calcium ajouté), on détermine sim-
plement un coefficient d'interpolation li-
néaire (Cafixé= 0,647 x CaajOUléyui per-
met d'évaluer la répartition entre les
phases micellaire et soluble pour 40, 200
et 400 mg/kg (Tableau Il). Connaissant par
ailleurs l'effet du pH sur la solubilisation du
calcium du lait en l'absence d'apport de
calcium (Brulé, 1981; Rajput et al, 1983;

Van Hooydonk, 1986¢c), on a estimé la ré-
partition Ca micellaire/Ca soluble a pH
6,00 dans la lait (Tableau Il). On constate
alors que la quantité de Ca soluble dans
un lait a pH 6,00 est supérieure a celle
d'un lait additionné de 400 mg/kg de Ca a
pH 6,60 : par conséquent, tout ajout de
CaCl, au lait emprésuré a pH 6,00 aug-
mente cette fraction soluble. Dans le Ta-
bleau Il, on a estimé enfin les quantités de
calcium soluble a pH 6,00 et pour diffé-
rents niveaux d'apports en calcium, en
supposant que les variations de cette frac-
tion dépendaient seulement de la quantité
de CaCl, ajouté et non du pH, hypothése
que les résultats de Van Hooydonk et al.
(1986a) confirmeraient. En analysant les
résultats obtenus en coagulatiop enzymati-
que par rapport au calcium soluble, on
constate que lorsque cette fraction est
> 450 mg/kg environ, le temps de latence
n'est plus sensible a I'ajout du calcium. Or,
les résultats observés en coagulation
mixte correspondent précisément a cette
situation avant méme tout ajout de CaCly,
ce qui expliquerait I'absence d'effet du
CaCl, ajouté sur le temps de latence.

En coagulation enzymatique, jusqu'a 40
mg/kg, la contrainte maximale augmente

Tableau Il. Répartition du calcium entre les phases micellaire et soluble (calculée d'aprés les résultats
de Brulé, 1981, indiqués en caractéres gras). Carp : calcium total (g/l); Cam: calcium micellaire (g/l);

Cas: calcium soluble (g/l).

II pH= 6,60 /] pH= 6,00
T] T
Car Cam Cas Cam Cas
Lait 1,25 0,850 0,400 0,696 0,554
+ 0,040 g(Ca)kg 1,29 0,876 0,414 0,717 0,573
+ 0,200 g(Ca)kg 1,45 0,979 0,471 0,799 0,651
+ 0,400 g(Ca)kg 1,65 1,109 0,541 0,901 0,749
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modérément. En revanche, la vitesse
maximale de raffermissement diminue
sensiblement, confirmant les observations
de Kowalchyk & Oison (1979). Un ajout de
calcium limité & 40 mg/kg se manifesterait
essentiellement par une diminution de la
vitesse d'organisation du gel.

Entre 40 et 160 mg/kg de Ca ajouté, la
contrainte maximale et la vitesse maxi-
male de raffermissement augmentent, indi-
quant a la fois un effet positif sur la vitesse
d'organisation du réseau ainsi qu'une aug-
mentation de la fermeté. L'ajout de cal-
cium se traduirait par une fixation intramo-
léculaire, entrainant une diminution de la
charge nette des micelles (Dalgleish,
1984) et une diminution de I'hydratation
(Baumy & Brulé, 1986), pour finalement
entrainer une formation plus rapide d'un
gel plus ferme. On peut en effet penser
que le calcium favorise le pontage entre
les agrégats (Baumy & Brulé, 1986), donc
I'organisation du gel. Au-dela de 160 mg/
kg, la contrainte maximale et la vitesse
maximale de raffermissement baissent for-
tement. Tandis que la phase d'agrégation
n'est plus affectée par les ajouts de cal-
cium, l'organisation du réseau est forte-
ment ralentie et conduit a I'obtention d'un
gel plus mou. On peut penser que le cal-
cium bloque certains sites réactifs par fixa-
tion intermoléculaire (Baumy & Brulé,
1986), en particulier sur les caséines as et
~ (Mac Mahon et al., 1984), sites qui de-
viennent indisponibles pour la réticulation
et génent la coagulation en conduisant a
des effets retard (Mac Mahon et el., 1984;
Patel & Reuter, 1986). De plus, l'ajout
concomitant des ions chlorure entraine
une augmentation de la force ionique, di-
minuant les liaisons électrostatiques
contribuant a limiter le degré d'organisa-
tion du gel.

En coagulation mixte, on remarque,
d'une part, qu'une addition de calcium
> 300 mg/kg environ conduit a des teneurs
en calcium micellaire comparables a celles

qui peuvent étre observées sur des laits a
pH 6,60, additionnés ou non de calcium
(Tableau II).

D'autre part, la vitesse de raffermisse-
ment et la contrainte au point PM présen-
tent des valeurs du méme ordre de gran-
deur que les parameétres équivalents en
coagulation enzymatique. Ces résultats
pourraient suggérer que l'ajout de calcium,
en limitant la déminéralisation des micelles
due a l'acidification, empécherait a pH
6,00 la libération de certains sites actifs
pour la réticulation du coagulum. Ce phé-
nomeéne expliquerait alors la diminution de
la fermeté et de la vitesse de raffermisse-
ment pour des quantités importantes de
calcium ajouté (Fig. 3d). Des résultats
analogues ont été observés par Marshall
et al. (1982).

L'évolution de I'angle de perte, dans le
cas de la coagulation enzymatique, n'est
pas sensible a I'ajout de calcium. Ce résul-
tat a aussi été observé dans le domaine li-
néaire par Bohlin et al. (1984), ainsi que
par Zoon et al. (1988). On peut donc rai-
sonnablement penser que ce résultat n'est
pas affecté par les conditions de l'essai
harmonique, domaine linéaire ou non. En
coagulation mixte, I'évolution de l'angle de
perte en PM et en Pm en fonction de la
concentration en calcium indiquerait que la
structure du coagulum est Iégérement plus
élastique a 40 ou 80 mg/kg de CaCl; ajou-
té qu'en l'absence d'addition, mais que
cette caractéristique est ensuite peu modi-
fiée par la quantité de calcium ajouté.

L'étude de l'influence de "addition de
calcium suggére que le meilleur compro-
mis entre la fermeté du coagulum, son
élasticité et la vitesse de raffermissement
est obtenu au voisinage de :

- 160 mg/kg de Ca pour un coagulation
enzymatique a pH 6,60;

- et de 40 mg/kg de Ca en coagulation
mixte avec emprésurage a pH 6,00.
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Le raffermissement est un peu moins
rapide sans adjonction de calcium, mais le
coagulum est moins ferme et moins élasti-
que. Jusqu'a 160 mg/kg, la fermeté et
I'élasticité sont peu modifiées mais le ra-
lentissement de la cinétique est sensible.
Au-dela de 160 mg/kg, le ralentissement
est de plus en plus marqué, la fermeté du
coagulum diminue alors que son élasticité
varie peu. Jager (1986) a aussi montré les
effets négatifs en fromagerie d'une addi-
tion trop importante de calcium. Il est inté-
ressant de noter que la pratique fromagére
courante recommande I'ajout de 40 mg/kg
de CaCly, exceptionnellement 80 mg/kg, li-
mite fixée par la législation frangaise.

CONCLUSION

Ces premiers résultats montrent lintérét de
'analyse rhéologique, et en particulier
avec un viscoélasticimetre du type GVT-
INRA, pour I'étude des phénomeénes liés a
la coagulation du lait. La possibilit¢ de ca-
ractériser, d'une part, les cinétiques de co-
agulation a la fois sur le plan de la fermeté
et de la viscoélasticité, et d'évaluer d'autre
part la vitesse de raffermissement, apporte
un ensemble d'informations qui, associées
a I'examen des effets des parametres tech-
nologiques, devrait  conduire a une
meilleure compréhension des mécanismes
mis en jeu. Dans le cas de la coagulation
mixte, méme si en fromagerie le temps de
décaillage intervient avant la réorganisa-
tion du réseau protéique, ce type 'd'étude,
associé a la connaissance de ['évolution
du pH et de la répartition du calcium entre
les formes micellaire et soluble (ionique ou
non), pourrait notamment contribuer a
mieux cerner le potentiel d'évolution du
grain de caillé lors de I'égouttage.

Enfin, nos résultats confirment la néces-
sité de raisonner sur la fraction de calcium

soluble et non sur la quantit¢ de calcium
ajouté pour comprendre les mécanismes
de la coagulation.
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