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RESUME

L’objectif de ce travail est de comprendre les effets d’un changement de composition des
modeles fromagers sur la mobilité, la libération et la perception de molécules de la flaveur
(sel, composés d’ardme). Six modeles fromagers aromatisés ont ét¢ formulés (3 ratios
lipides/protéines (L/P) et 2 teneurs en sel). La microstructure et les propriétés rhéologiques
des modeles fromagers ont été caractérisées respectivement par microscopie confocale et par
compression uniaxiale. La mobilit¢ des ions sodium a été analysée par RMN *Na. La
cinétique de libération des ions sodium a été suivie dans 1’eau, puis dans la salive, en situation
de consommation. La libération rétronasale des composés d’arome a été suivie par nose-space
APCI-MS, simultanément au suivi des déglutitions, et de la mastication par
¢lectromyographie. Enfin, les propriétés sensorielles des modeles fromagers (intensité salée,

ardme, texture) ont été étudiées.

Une diminution du ratio L/P et une diminution de la teneur en sel diminuent la taille des
gouttelettes lipidiques et augmentent la fermeté. Cela conduit a une diminution de la mobilité
des ions sodium, qui se traduit par une diminution de la quantité de sodium libéré dans la
salive et une diminution de la perception salée. De plus, le maximum de libération d’arome
est atteint plus tard et la perception aromatique est diminuée. Ces effets peuvent étre expliqués
par la répartition lipides/protéines observée en microscopie, par une déglutition plus tardive et

une plus grande activité masticatoire.

Mots-clés : modele fromager, ratio lipides/protéines, sel (NaCl), sodium lié, libération

d’ardme, RMN *Na, APCI-MS, perception.



ABSTRACT

The aim of this work is to understand the effects of changes in the composition of model
cheeses on mobility, release and perception of flavor molecules (salt, aroma compounds). Six
flavoured model cheeses were formulated (3 lipid/protein (L/P) ratios and 2 salt contents).
The microstructure and the rheological properties of the model cheeses were characterized
respectively by confocal microscopy and by uniaxial compression test. The mobility of
sodium ions was analyzed by *’Na NMR. The kinetics of sodium release was followed in
water and then in saliva during consumption of the model cheeses. The retronasal release of
aroma compounds was followed by nose-space APCI-MS, simultaneously with the study of
swallowing and chewing by electromyography. Then, the sensory properties of the model

cheeses (saltiness, aroma, texture) were studied.

A decrease in the L/P ratio and a decrease in salt content reduce the fat droplet size and
increase the hardness. This leads to a decrease in sodium ion mobility, which results in a
decrease in sodium release in saliva and a decrease in salty perception. Moreover, the
maximum intensity of aroma release is reached later and the aroma perception is decreased.
These effects can be explained by the observed lipid/protein distribution in microscopy, by

the later swallowing and by the higher chewing activity.

Keywords : model cheese, lipid/protein ratio, salt (NaCl), bound sodium, aroma release,

»Na NMR, APCI-MS, perception.
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AVANT PROPOS

Cette these s’inscrit dans le cadre du premier dispositif Jeune Chercheur Entrepreneur (JCE)
mis en place par le Conseil Régional de Bourgogne. Ce dispositif vise a inciter les jeunes
chercheurs au développement de projets innovants et a la création d’entreprises. Il permet

¢galement de valoriser aupres des entreprises I’innovation issue de la recherche publique.

Ce dispositif offre ainsi un financement pour la réalisation d’une thése sur 3 ans et I’obtention
paralléle d’un master en Administration des Entreprises (AE) de 1’Universit¢ de Bourgogne.
Les bénéficiaires de ’allocation de recherche suivent donc, sur 3 ans, le cursus du master AE
de I’Institut d’ Administration des Entreprises (IAE) de Dijon, spécialement aménagé pour les

doctorants.

De plus, une formation complémentaire a I’entrepreneuriat et au management de I’innovation
est proposée aux doctorants. Cette formation de 10 jours est effectuée par différents
intervenants du monde industriel. Elle est proposée conjointement par la plateforme
PREMICE (Centre Européen d’Entreprise et d’Innovation, Incubateur Régional d'Entreprises

Technologiques Innovantes de Bourgogne) et par 1’école supérieure de commerce ESC Dijon.

Enfin, chaque jeune chercheur (doctorant) est parrainé par une entreprise. Dans le cas de la

présente these, le pdle de compétitivité VITAGORA et I’entreprise BEL parrainent le projet.
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On appelle communément « sel » le chlorure de sodium noté NaCl. La proportion massique
s’approche de 40 % pour les ions sodium Na' et de 60 % pour les ions chlorure CI". Le sel
n’est pas [’unique source d’ions sodium dans 1’alimentation, mais il en est la principale avec
90 % de la consommation normale. Les 10 % restants proviennent d’aliments non transformés
qui en contiennent naturellement (viandes, ceufs, légumes ou laitages). Les ions sodium jouent
un role important de régulateur de la neutralité¢ du sang, de transmetteur des influx nerveux et

de maintien du rythme cardiaque (Hardy, 2004). Le sel est donc un nutriment essentiel.

Toutefois, dans les pays industrialisés, la plupart des habitants en consomment plus que la
quantité nécessaire a leurs besoins. La consommation excessive de sodium, sous forme de
NaCl est reconnue comme source de pathologies cardiovasculaires, d’hypertension et de
rétention d’eau en particulier (Beard et al., 1997 ; Beilin et al, 1999 ; Kaplan, 2000 ;
Mickleborough & Fogarty, 2006). C’est pourquoi, 1’objectif de réduction de la consommation
de sel est au coeur des priorités de santé publique (WHO, 2007), avec deux principaux volets

d’action possibles :

- un changement de comportement alimentaire et culinaire des consommateurs, pour
lutter, par exemple, contre le choix systématique d’aliments traditionnellement riches
en sel, la présence de la saliére sur la table, le salage massif des eaux de cuisson, ou le

fait de saler automatiquement ses mets sans les avoir gotités au préalable,

- une réduction de la teneur en sel des aliments, avec optimisation de la libération du

sodium en bouche.

C’est ce deuxieme volet qui nous intéresse particulieérement. Toutefois, la présence de sel dans
les produits alimentaires est souvent indispensable pour assurer leurs qualités organoleptique,
hygiénique et/ou technologique. En effet, une réduction de la teneur en sel va non seulement
réduire ces indicateurs de qualité mais aussi limiter la durée de conservation des produits

(Breslin & Beauchamp, 1997 ; Keast et al., 2004).

Pendant longtemps, les efforts des industries agroalimentaires s’étaient concentrés sur la
réduction des cotits de production mais elles doivent, depuis plusieurs années, composer avec
les recommandations nutritionnelles, en vue de proposer des produits plus sains. Ainsi, les
teneurs en sel, en sucre et en matiére grasse sont particulierement visées. Le challenge est de
maintenir les propriétés organoleptiques des produits tout en réduisant les teneurs de ces

ingrédients.
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Dans les produits tels que les fromages (forte teneur en sel (NaCl) et en maticre grasse), le
challenge est de taille. En effet, une réduction en sel et/ou en matiére grasse impacte
inévitablement [’organisation moléculaire de [’aliment et donc toutes les propriétés
organoleptiques qui en découlent. Ces changements ont également des conséquences en
bouche, lors de la consommation du fromage, puisque ce dernier est déstructuré par la

mastication et libére dans la salive le sel et les composés d’ardme qu’il contient.

Malgré une littérature abondante concernant 1’étude de modéles fromagers, trés peu de projets
¢tudient tous les aspects liés a la mobilité du NaCl et des composés d’ardme a partir du niveau
moléculaire, jusqu’au niveau macroscopique, tout en faisant le lien avec la perception

sensorielle.

La thése propose donc une approche pluridisciplinaire qui a pour objectif d’étudier la
mobilité, la libération et la perception du NaCl et des composés d’ardme a différentes

échelles, dans des modeles fromagers.

Une premiere partie (contexte scientifique) présente un bilan des connaissances concernant les
modeles fromagers, le NaCl et les composés d’ardme. En particulier, sont présentés : quelques
informations sur la réduction du sel (NaCl) dans les produits alimentaires, les caractéristiques
et les avantages des modeles fromagers, un bilan des connaissances concernant les facteurs
pouvant affecter la mobilité et la libération du NaCl, en conditions in vitro et in vivo, les
facteurs pouvant affecter la mobilité et la libération des composés d’ardbme et enfin, les

parametres influencant la perception salée et la perception aromatique.

Dans la seconde partie (matériels et méthodes), les modeles d’étude sont décrits, ainsi que les
techniques et matériels utilisés dans le cadre du travail expérimental. Les protocoles sont
expliqués, depuis la fabrication et la caractérisation des modeles fromagers, les mesures de
mobilité du sodium, les mesures de libération du sodium et des composés d’ardme (in vitro et
in vivo), jusqu’au protocole du profil sensoriel effectué pour la caractérisation sensorielle des

modeles fromagers.

Dans une troisiéme partie (résultats et discussion), les résultats de caractérisation des modeles
fromagers sont tout d’abord présentés (pH, matiére séche, microstructure et rhéologie).
Ensuite, les résultats de mobilité et de libération du sodium sont détaillés, depuis le niveau
moléculaire (mobilité étudiée par résonance magnétique nucléaire (RMN)), jusqu’au niveau

macroscopique in vitro et in vivo. Les résultats concernant les composés d’arome sont
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¢galement détaillés, a la fois en conditions in vitro et in vivo. Enfin, les résultats du profil

sensoriel effectué sur les modeles fromagers sont décrits et discutés.

Pour terminer, la discussion générale permet de mettre en relation I’ensemble de ces résultats
dans le but de comprendre comment la perception du sel et des ardmes peut étre modulée par
le produit (composition, structure, texture) et par le processus en bouche (mastication,

déglutition, libération du sel et des composés d’ardme).
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CONTEXTE SCIENTIFIQUE
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Dans cette partie de contexte scientifique, quelques informations sont tout d’abord données
sur la consommation de sel (NaCl) et sur sa réduction dans les fromages. Puisque
I’application de la theése a été réalisée sur des modeles fromagers, nous présentons les
caractéristiques et les avantages des modeles fromagers. Un bilan des connaissances est
ensuite exposé sur les facteurs qui peuvent influencer la libération du sel et des composés
d’arome, a la fois en conditions in vitro, et en conditions de consommation (in vivo).
Finalement, nous terminons ce contexte scientifique par les parametres qui peuvent influencer

la perception du sel et des composés d’ardme en situation de consommation.

I. La consommation de sel (NaCl) et sa réduction dans les fromages

Tout d’abord, nous resituerons le sel (NaCl) dans un contexte de santé publique. Nous
détaillerons ensuite certaines stratégies de réduction du sel, plus particulierement dans les
fromages, puis nous mentionnerons les difficultés rencontrées par les industriels concernant la

réduction du sel.

1. Approche nutritionnelle

Les besoins physiologiques quotidiens du corps humain sont de 5 a 6 g de NaCl (soit2a24 g
de sodium). Mais, les régimes alimentaires des pays occidentaux contiennent, en moyenne,
deux a trois fois plus de NaCl que ce qui est nécessaire aux besoins physiologiques. En
France, la consommation moyenne de sel atteignait, en 2008, 7,4 g/jour pour les femmes et
9,7 g/jour pour les hommes (Mimran & du Cailar, 2008) ; ces chiffres peuvent méme atteindre
12 g/jour pour 10 % des femmes et 23 % des hommes. Mais des apports excessifs de sodium
ont des effets indésirables sur la santé. Les effets les plus significatifs sont I’hypertension, les
maladies cardiovasculaires, ainsi que I’augmentation d’excrétions calciques, conduisant a
I’ostéoporose (Beard et al., 1997 ; Beilin et al., 1999 ; Kaplan, 2000 ; Mickleborough &
Fogarty, 2006). Une consommation excessive de sodium conduit & une rétention d’eau et a
une augmentation du volume sanguin, pouvant occasionner une ¢lévation de la pression
sanguine (Strazzullo et al., 2009). 1l a été estimé que 62 % des attaques cardiaques et 49 %
des maladies cardiaques étaient dues a des pressions sanguines trop élevées (He &
MacGregor, 2010). Néanmoins, I’effet direct de la surconsommation de sel sur les problemes

de santé reste contesté (Hardy, 2004).
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Les autorités publiques ont mené de nombreuses actions afin d’atteindre un objectif de 5 g de
sel (NaCl) par personne et par jour (AFSSA, 2002 ; WHO, 2007). Ces actions prennent

différentes formes, telles que :
e des recommandations visant a réduire la consommation journaliere de sodium,
e la déclaration des teneurs en sodium sur les étiquettes des produits alimentaires,

e la tentative de mise en place d'un code couleur nutritionnel d'alerte
(vert/orange/rouge). Celui-ci vise a informer les consommateurs, de fagon simple et
lisible, sur le contenu en sel, sucre et graisses des aliments industriels dont la part va
croissant dans notre alimentation. Cette tentative a ¢été rejetée par les députés

européens en 2010,

e une augmentation de la demande des produits réduits en sodium, incluant aussi les

fromages.

En France, le Programme National Nutrition Santé (PNNS) préconise ¢galement une
diminution de la consommation de sel. Dans le méme temps, la teneur en sel du pain a été
réduite de 25 a 20 g/kg de pain. A T'horizon 2013, un objectif de 18 g/kg est envisagé. Par
ailleurs, dix-neuf industriels se sont engagés en 2010, en signant une charte d'engagement
nutritionnel avec le ministére de la Santé. Cette charte porte sur une réduction des teneurs en

sel, en maticre grasse ou en sucre de leurs produits.

Afin de procéder a une réduction de la teneur en sodium des aliments, plusieurs possibilités
s’offrent aux industriels (Kilcast & Angus, 2007 ; Liem ef al., 2011). Certaines d’entre elles

sont présentées ci-apres, pour les fromages et produits fromagers.

2. Stratégies de réduction du sel dans les fromages et les produits fromagers
Les approches de réduction de la teneur en sel des fromages incluent :
e réduire directement le niveau de sel ajouté (Adams et al., 1995).

e diminuer progressivement le taux de sel des aliments, comme cela a pu étre fait sur du

pain (Girgis et al., 2003).
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e associer des composés exhausteurs de golt a un taux de sel plus faible. En effet, la
perception salée diminue lorsqu’on diminue la teneur en sel. Dans des analogues
fromagers, ceci implique de compenser avec [’ajout d’ingrédients tels que du
monoglutamate de sodium (Kilcast & Angus, 2007), des extraits autolysés de levures
(Demott et al., 1986), des poudres de fromages, des pates de fromage et/ou des

acidifiants (Guinee & Fox, 2004a).

e diminuer ou remplacer les sels de fonte (majoritairement des phosphates de sodium)
dans les fromages fondus ou les analogues fromagers, par 1’usage sélectif de

phosphates dérivés du calcium et du potassium (Henson, 1999).

e substituer compleétement ou partiellement le NaCl par d’autres sels tels que KCI,
MgCl, ou CaCl,, qui possedent également une saveur salée (Abou-El-Nour, 1998 ;

Fitzgerald & Buckley, 1985 ; Vanderklaauw & Smith, 1995).

Dans le cas de la substitution, la production de Gruyere a teneur réduite en sodium a été testée
en remplagant le NaCl par du MgCl, (Lefier ef al., 1987). Le fromage contenant le MgCl,
possédait un golt plus amer et une texture plus souple que le fromage avec NaCl, méme s’il
¢tait acceptable organoleptiquement. Bien que les substituts du NaCl contribuent a une
certaine saveur salée, ils provoquent souvent des arriére-gotts désagréables (amer, métallique,
astringent), ce qui a limité leur utilisation dans les produits alimentaires (Lawless et al., 2003 ;

Reddy et al., 1995).

Malgré ces pistes de reformulation, la réduction de la teneur en sel dans les fromages reste un
challenge pour les industriels. En effet, les fromages contiennent une proportion importante

de sel et ce dernier a un role prépondérant dans 1’¢élaboration des propriétés du fromage.

3. Difficultés de la réduction du sel dans les fromages

a. Teneurs en sodium des fromages

Les fromages comportent des teneurs en sodium variables, comme le montrent les taux de

sodium (Na) de différents fromages (Tableau 1).
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Tableau 1 : Teneur en sodium de fromages sélectionnés (Holland ez al., 1989)

Type de fromage Na (mg/100g)

Camembert 650
Cheddar 670
Edam 1020
Emmental 450
Feta 1440
Gouda 910
Mozzarella 610
Parmesan 1090
Roquefort 1670

Malgré des différences de teneur en sodium, la plupart des fromages sont concernés par la
réduction du taux de sel (NaCl). Cependant, ces réductions sont freinées par le role du sel

dans les fromages.

b. Role du sel dans les fromages

Le role du sel dans le cas des fromages intervient a plusieurs niveaux (Guinee, 2004 ; Hardy,
2004):

e sa contribution a la saveur,

e son action sur P’activité de I’eau (ay),

e |e contrdle de la croissance et de 1’activité microbienne,
e le contrdle de différentes activités enzymatiques,

e la synérese du lait caillé et la diminution d’humidité en résultant (ce qui influence

¢galement les parametres ci-dessus),
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e I’induction de changements physiques des protéines fromageres, influencant la texture
du fromage, la solubilité des protéines et la conformation des protéines. Du fait de son
effet sur I’hydratation des protéines, le sel a aussi une influence majeure sur la

microstructure des fromages,

e la qualit¢ du fromage, désignant non seulement la sécurité sanitaire, la qualité
nutritionnelle, mais aussi la qualité de la flaveur (saveurs, ardmes), de la texture, de

I’apparence et de la fonctionnalité (Fox & Cogan, 2004).

Apres avoir décrit la consommation de sel et la réduction du sel dans les fromages, le chapitre
suivant va permettre de mieux appréhender les modeles d’études que nous avons choisis, a
savoir les modeles fromagers, ainsi que leurs ingrédients constitutifs et les modalités d’étude

de leur structure et de leur texture.

II. Intérét des modeles fromagers pour les études

Dans ce chapitre, nous présenterons tout d’abord les avantages des modeles fromagers puis

les caractéristiques et les fonctionnalités de leurs ingrédients constitutifs.

1. Avantages des modeéles fromagers par rapport aux fromages réels

Dans les fromages réels, la salaison par immersion dans une saumure ou par application de sel
sec en surface, conduit a un important gradient décroissant de sel depuis la surface vers le
centre. En sens inverse, un gradient décroissant d’humidité se produit (Guinee, 1985). Méme
si ces gradients tendent a disparaitre (depuis la crolite vers I'intérieur) du fait de la lente
diffusion du sel, le processus est long et imparfait (Hardy, 2004). Dans les fromages de type
Cheddar (ou le sel est mélangé au lait caill¢) ou dans les modeles fromagers, on s’affranchit
de ces gradients, tout comme 1’on s’affranchit, dans notre cas, de la synérése. La synérese
correspond a la contraction d’un gel laitier sans force externe qui s’effectue concomitamment
avec I’expulsion de lactosérum. Ce phénomene est lié a I’instabilité du réseau gélifié (due a
des réarrangements a grande échelle) (Walstra, 1993). L’ajout de sel accentue la synérése
dans les fromages réels (Guinee & Fox, 2004a), alors qu’il ne provoque pas de synéreése dans

le type de modeles fromagers étudiés dans ce manuscrit.
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L’avantage des modéles fromagers réside aussi dans le fait que la matiere grasse et les
protéines sont distribuées de manicre plus homogeéne que dans les fromages réels: il y a
significativement moins de coalescence des globules gras et ceux-ci sont plus petits (Mulsow
et al., 2007). L’autre avantage de ces produits est qu’ils permettent 1’incorporation
d’ingrédients peu colteux, en utilisant une technologie simple de fabrication, leur permettant
ainsi d’étre financierement intéressants (Bachmann, 2001 ; Eymery & Pangborn, 1988). Il
existe un marché pour les analogues fromagers aux Etats-Unis, avec une production annuelle
de ~300 000 tonnes (Guinee, 2002b), alors que ce marché en Europe est quasi inexistant

(Hoogenkamp, 1996).

2. Facilité de formulation des modéles fromagers

Dans la littérature récente, le terme « modele fromager » peut désigner des formules ayant
subi une fermentation bactérienne (Gierczynski et al., 2007), une étape de coagulation par
ajout de chymosine (Floury et al., 2009a ; Lauverjat et al., 2009b ; Lawrence et al., 2012) ou
désigner un mélange de caséines présure et de maticre grasse, additionné de sels de fonte
(Phan et al., 2008 ; Tarrega et al., 2008). En réalité, les modéles fromagers qui résultent de
ces formulations sont différents, mais appartiennent tous a la catégorie des analogues
fromagers. Par définition, la fabrication d’analogues fromagers repose sur I’utilisation de
maticre grasse, de protéines, d’eau et d’autres ingrédients qui, en mélange, conduisent a la
formation d’une pate homogene (Guinee et al., 2004). Les ingrédients utilisés dans les
analogues fromagers, ainsi que leurs fonctions, sont listés dans le Tableau 2. Bien que
similaires aux fromages fondus en termes de procédés et de caractéristiques des produits, les
analogues fromagers ne sont pas des fromages fondus en tant que tels puisqu’ils n’incluent

habituellement pas de fromage naturel comme ingrédient (Guinee et al., 2004).
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Tableau 2 : Ingrédients utilisés dans la fabrication des analogues fromagers. Tableau
modifié de Guinee ef al. (2004)

Ingrédients

Effets/fonctions principales

Exemples

Matiere grasse

Donner les caractéristiques de
texture et de fondant. Participer
également aux aromes.

Beurre, matiére grasse laitiére
anhydre, huile de tournesol,
huile de palme.

Protéines de lait

Donner les caractéristiques de
texture (fermeté) et les
propriétés de découpe et
d’¢lasticité lors du chauffage.

Caséines, caséinates, protéines
du lactosérum.

Protéines végétales

Présenter un faible colt et une
alternative plus durable que les
caséines.

Protéines de soja, protéines de
cacahucte, gluten de blé.

Amidons

Substituer les caséines et
réduire des cofts.

Amidon (natifs ou modifiés) de
mais, de riz ou de pomme de
terre.

Sels de fonte

Participer a la formation d’un
produit physico-chimiquement
stable et modifier les propriétés
texturales et fonctionnelles.

Citrates et phosphates de
sodium.

Hydrocolloides

Améliorer la stabilité du produit
et modifier les propriétés
texturales et fonctionnelles.

Gomme guar, gomme xanthane,
carraghénanes.

Agents acidifiants

Controler le pH.

Acide lactique, acétique,
citrique, phosphorique.

Ardomes

Apporter des aromes dans des
bases qui en manquent.

Extraits de bois fumé, épices,
fromage modifié
enzymatiquement.

Exhausteurs de gofit

Accentuer les aromes présents.

NaCl, extrait de levure.

Agents sucrants

Augmenter la perception
sucrée, notamment pour les
produits a destination des
enfants.

Saccharose, dextrose, lactose
hydrolysé.

Permettre 1’obtention de la

Colorants e Rocou.

couleur désirée.

Prolonger la durée de vie des Sorbate de potassium, nisine,
Conservateurs produits et ralentir la croissance  propionate de calcium ou de

microbienne.

sodium.

Préparations de vitamines et

minéraux

Améliorer la valeur nutritive.

Oxyde de magnésium, oxyde de
zinc, fer, vitamine A, acide
folique.
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Les analogues fromagers ont de nombreuses applications, telles que : garniture de pizzas
surgelées, tranches de fromages dans les hamburgers, ingrédients dans des salades, sandwichs,

sauces et plats préparés.

Du fait de leur manque de flaveur, ils ne sont que trés peu proposés tels quels a la
consommation (Guinee et al., 2004). 1l existe trois sortes d’analogues fromagers, en fonction
de I’origine des ingrédients utilisés (Mulsow et al., 2007) :
e Les analogues fromagers d’origine laitiére (matiere grasse laiticre et protéines laitieres
(caséines, caséinates) étant les ingrédients les plus utilisés).
e Les analogues fromagers avec remplacement partiel des ingrédients d’origine laiticre
(remplacement principalement de la matiére grasse laitiere par des huiles végétales).
e Les analogues fromagers d’origine non laitiere (maticre grasse et protéines sont
d’origine végétale).
Ces trois types d’analogues peuvent étre utilisés dans les applications mentionnées ci-dessus,

les cofits de fabrication étant le principal critére de choix du type d’analogue utilisé.

3. Role des différents ingrédients des modéles fromagers

Nous avons ciblé dans ce paragraphe le role des ingrédients présents dans les modeles
fromagers que nous avons utilisés, a savoir des analogues fromagers d’origine laiticre,
constitués d’un mélange de caséines présure, de caséines acides, de matiére grasse laiticre,
d’eau, d’acide citrique, de sel et de sels de fonte. Ainsi, seuls les roles de ces ingrédients

seront décrits.

a. Les caséines

i.  Petit rappel sur les caséines

Parmi les protéines du lait, 80 % sont des casé€ines, proté€ines au caracteére amphiphile. Les
principales caséines sont les caséines os, 05, B €t K, présentes respectivement dans un ratio de
1:4:4:1. Les 20 % de protéines restantes sont les protéines du lactosérum, dont la
B-lactoglobuline (50 %) et la a-lactalbumine (20 %) constituent la majeure partie (Smith &
Campbell, 2007). Les interactions entre protéines sont gouvernées par une combinaison de
forces ¢électrostatiques, de Van der Waals et de répulsions stériques. La fraction de caséines
consiste en un ensemble de protéines co-assemblées en super-agrégats et appelées micelles de

caséines (Smith & Campbell, 2007).
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ii.  La caséine présure

e Action de la présure

La présure peut étre considérée comme une préparation fonctionnelle d’enzyme qui est
adaptée effectivement et naturellement aux buts de la fabrication de fromages (Ye et al.,
2000). La chymosine est la principale protéinase constituant les présures traditionnellement
utilisées pour la fabrication de fromages. Il s’agit d’une protéinase aspartyl d’origine
gastrique, sécrétée par les jeunes mammiféres. Le principal role de la chymosine dans le
process fromager est un role de protéolyse limitée, en présence de Ca®’, et a des températures
supérieures a 20°C (fréquemment 30-35 °C). En effet, la chymosine hydrolyse les liaisons
Phe105-Met106 des caséines k, protéines stabilisant les micelles. Les caséines a et B ne sont,
quant a elles, presque pas hydrolysées lors de cette étape. L’hydrolyse de la caséine
provoque la destruction de la stabilité¢ colloidale des micelles, du fait de la libération du
peptide hydrophile C-terminal (appelé glyco- ou caséino-macropeptide). Ceci conduit a une
baisse d'hydrophilie et une modification de charges de la micelle de caséine. Un gel présure

est ainsi obtenu.

e (Obtention de la caséine présure

La caséine présure est obtenue suite a la coagulation du lait par I’action de la chymosine. Le
gel présure est broyé et la température est augmentée jusqu’a ~ 55 °C. La synérese se produit
et les particules du lait caillé sont séparées par centrifugation ou tamisage sous vibration. Les
particules sont ensuite lavées a I’eau puis pressées pour retirer toute humidité. Finalement,
elles sont séchées au moyen d’un tambour ou d’un séchoir (Tamime et al., 2007a), puis

broyées a différentes granulométries.

e Utilisation de la caséine présure

Parmi les différents types de caséines et caséinates, la caséine présure est trés souvent utilisée
pour I’élaboration d’imitations fromageres ou d’analogues fromagers (Guinee ef al., 2004). La
cas¢ine présure ne cause pas d’effet indésirable sur la flaveur du produit fini. Cela est
particulierement important dans le cas des imitations fromageres dans lesquelles la caséine
présure est utilisée comme unique source de protéines (Ennis et al., 1998). Néanmoins, la
caséine présure s’hydrate plus lentement que d’autres caséines pendant la fabrication des
analogues fromagers. Dans le cas d’une hydratation faible, trés rapide, des agglomérats de
particules de caséine humide se forment, et ils sont difficiles a dissoudre. Ces amas vitreux de
protéines sont couramment nommeés « fish eyes » (Aimutis, 1995 ; Ennis et al., 1998).
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iii.  La caséine acide

e (btention de la caséine acide

Un autre type de caséines est parfois utilisé : la caséine acide. Cette caséine est obtenue par
acidification chimique du lait écrémé. Les acides utilisés peuvent €tre des acides organiques
(ex : acide chlorhydrique), de 1’acide lactique ou de 1’acide sulfurique. Le lait écrémé est
chauffé sous agitation, a 30 ou 45 °C avant que 1’acide ne soit ajouté, jusqu’a atteindre le
point isoélectrique des caséines (pH; = 4,6). Comme pour la caséine présure, la synérése se
produit et les particules du lait caillé sont séparées par centrifugation ou tamisage sous
vibration, lavées a ’eau, pressées pour retirer toute humidité puis séchées au moyen d’un
tambour ou d’un séchoir (Tamime et al., 2007a). Elles sont ensuite broyées a différentes

granulométries.

e Ultilisation de la caséine acide

Les caséines acides contiennent trés peu de calcium et sont a peine capables de former un
réseau ; elles ne contribuent pas a I’acquisition de la structure ferme des fromages mais elles
sont souvent ajoutées en quantité entre 3 et 6 %, en tant qu’ « additif fonctionnel » dans les
imitations fromageres. Cependant, ajoutées en exces (plus de 3,5 %), les caséines acides
peuvent avoir un effet négatif sur la flaveur du produit (Ennis & Mulvihill, 1997). Ce
probléme peut également étre rencontré avec des caséinates sodium a dissolution rapide
(Ennis & Mulvihill, 1997). Contrairement a 1’action de la présure, I’acidification induit une
déminéralisation importante des caséines acides (Souppe, 2004), ce qui permet ensuite une
meilleure hydratation ultérieure de la caséine acide, comparativement a la caséine présure
(Guinee & Fox, 2004b). A partir de la caséine acide, des caséinates de sodium peuvent étre
obtenus par dissolution de caséine acide en milieu alcalin (NaOH). Ces produits sont solubles
dans I’eau.

b. La matiére grasse laitiere

Dans le lait naturel (de vache), la matiere grasse représente en moyenne 3,9 % de la
composition chimique (Walstra & Jenness, 1984). Elle existe sous la forme de petits globules
gras de taille variant de 0,2 a 15 pm, avec une moyenne de 4 um (Michalski et al., 2004). Ces
globules sont entourés de protéines membranaires et la taille des globules dépend de la
lactation et de I’alimentation de la vache. Les triacylglycérols constituent 98 % des lipides de
ces globules. Ces derniers sont dispersés dans une phase aqueuse, le plasma, qui est un
mélange colloidal de micelles de caséines, de protéines du sérum, de sucres et de minéraux

(Walstra & Jenness, 1984).
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Dans la plupart des fromages, la présence de matiere grasse est nécessaire au développement
du profil aromatique caractéristique (Spinnler, 2011) et de la sensation en bouche. En
émulsion huile-dans-eau, les globules gras sont soient stables, soient déstabilisés, entrainant
dans ce deuxieme cas des phénomenes tels que 1’écrémage, la floculation, ou la coalescence.
Dans un fromage, les globules gras sont piégés physiquement dans le réseau protéique créé
lors de la formation du gel. Selon Horne & Banks (2004), la matiere grasse ne possederait pas
de role actif dans la formation du gel mais elle participerait aux propriétés rhéologiques du
produit obtenu a partir du lait caillé. Cette version est contestée, et un débat a lieu pour savoir
si les globules gras agissent comme un matériel inerte de remplissage en créant des
discontinuités au sein de la matrice de caséines, ou s’ils participent directement a la
microstructure des fromages en se liant aux matrices de caséines. Sans aucun doute, les deux
mécanismes ont lieu, les plus gros globules gras ¢étant plutdét désignés comme
« perturbateurs » de la matrice, sous forme de maticre grasse libre piégée, alors que les plus
petits globules seraient plutdt bloqués dans les espaces vides des protéines (Everett, 2007 ;
Michalski et al., 2004). En réalité, la force exercée par le réseau protéique sur les globules
gras influence la taille et la forme des globules (Everett, 2007) et des caséines peuvent

s’adsorber autour des gouttelettes lipidiques pour les stabiliser (Horne & Banks, 2004).

La considération de la mati¢re grasse dans les modéles fromagers implique également de
connaitre la forme sous laquelle elle se présente. Ainsi, la répartition des globules gras dans
des fromages a été étudiée a de nombreuses reprises. Une diminution d’agrégation des
globules gras et une plus grande fraction volumique de la phase protéique ont été observées
suite a la réduction de la teneur en matiere grasse de Cheddar. Cette diminution a aussi
conduit a une diminution de la taille et du nombre de cavités disponibles pour la maticre
grasse, résultant en un réseau protéique plus épais (Bryant ef al., 1995). De plus, la taille des
globules gras est plus uniforme dans les Cheddars réduits en matiere grasse, et les globules
sont plus dispersés, comparativement aux Cheddars non réduits (Mistry & Anderson, 1993).
A Tinverse, des spécialités fromageres ou des Cheddars plus riches en matiere grasse
possedent de plus grosses gouttelettes lipidiques (Auty et al., 1999 ; Wendin et al., 2000).
L’agrégation des globules gras pour des teneurs en matiere grasse plus élevées peut étre due

au cisaillement pendant la fabrication.
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La répartition des globules gras influence également les propriétés rhéologiques des produits
fromagers. Dans des fromages fondus, une réduction de la taille des gouttelettes lipidiques est
associ¢e a une augmentation de fermeté (Kalab et al., 1987 ; Lee et al., 1981), alors que des
gouttelettes lipidiques de taille plus importante conduisent a des fromages plus mous (Guinee
et al., 2004). Les globules gras ont donc un impact sur la rhéologie, en créant des
discontinuités partielles dans la matrice fibreuse de caséines, rendant ainsi les produits

fromagers plus mous (Everett, 2007 ; McMahon et al., 1999).

Lors du refroidissement des analogues fromagers, la mati¢re grasse passe de I’état liquide a
I’¢état cristallin, produisant ainsi une forte augmentation de viscosité (a 4 °C, la matiere grasse
laitiere est sous forme cristallisée). Ainsi, a faible température, les analogues fromagers
peuvent étre considérés comme un matériau composite comprenant des globules gras

dispersés (Guinee et al., 2004).

c. Les sels de fonte

Le terme de sels émulsifiants, longtemps employé pour désigner les sels de fonte, n’est pas
correct car ces sels ne posseédent pas de réelles propriétés émulsifiantes (Fox et al., 1996). Les
sels de fonte n’agissent pas de fagon active sur les surfaces mais ils ont le pouvoir de
déclencher de nombreux processus physico-chimiques qui vont finalement augmenter les
propriétés émulsifiantes des protéines (caséines). En effet, les protéines ont certes des
capacités émulsifiantes mais, notamment du fait du traitement thermique, ces capacités sont
trés insuffisantes pour conserver les globules gras sous forme dispersée dans la matrice

protéique. C’est pour cette raison que les sels de fonte sont utilisés.

Les sels de fonte sont utilisés pour la fabrication des fromages fondus et des analogues
fromagers. Selon la nature des sels utilisés, ils sont ajoutés dans des proportions allant de 1 a
3 2.100g”. Les sels de fonte évitent la fuite de matiére grasse (« oiling-off ») et I’exsudation
d’humidité pendant la fabrication et le refroidissement. En effet, en liant le calcium, ils
augmentent ’hydratation des protéines et I’émulsification de la mati¢re grasse libre. Associés
a la chaleur et au cisaillement pendant le process, ces sels convertissent la para-caséine
insoluble en para-caséinate de sodium hydraté, montrant ainsi une plus grande capacité de
liaison a I’eau (Caric et al., 1985). L’augmentation de la capacité de liaison a I’eau du para-
cas¢inate conduit a une immobilisation d’eau et, par conséquent, a une augmentation

suffisante de la viscosité apparente (Guinee et al., 2004).
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Le para-caséinate permet, pendant le process, 1I’émulsification des gouttelettes lipidiques
dispersées et contribue a la formation d’une émulsion huile-dans-eau stable, en réduisant
I’énergie libre interfaciale de la phase lipidique (Guinee, 2002b). Une fois les ponts calcium-
phosphate cassés, les protéines se réassocient ensuite pour former une structure en réseau,
responsable de 1’augmentation de viscosité apparente. Ainsi, lorsque des sels de fonte sont
introduits & une formulation, la réémulsification de la matiére grasse libre, ainsi que la
réhydratation des protéines deviennent possibles, et un produit stable, lisse et homogene peut

étre obtenu (Fox et al., 1996 ; Guinee et al., 2004 ; Shimp, 1985).

Les effets causés par 1’addition de sels de fonte ont été largement étudiés (Caric et al., 1985 ;
Cavalier-Salou & Cheftel, 1991 ; Fox et al., 1996 ; Guinee et al., 2004 ; Marchesseau et al.,
1997 ; Shimp, 1985) et sont les suivants :

- séquestration du calcium (échange d’ions),

- augmentation du pH et effet tampon (stabilisation du pH),

- hydratation et gonflement des para-caséines,

- émulsification de la matiere grasse,

- stabilisation de 1’émulsion huile-dans-eau,

- formation de la structure (notamment lors du refroidissement),
- obtention d’un mélange homogene et lisse.

Il est admis que la principale fonction des sels de fonte est de séquestrer le calcium. La

Figure 1 ci-dessous illustre le phénoméne de séquestration du calcium.

——
Serine < Serine__>

OPO H" OPO,HNa
i Caz'/ +2Na® + HPO4 CaHPO,
4 / + heat
‘HO,PO NaHO,PO
\

Figure 1 : Action des sels de fonte, avec I'exemple de Na,HPO4
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La séquestration est basée sur I’échange des ions divalents Ca®’, attachés aux caséines, par
I’ion monovalent Na' des sels de fonte. Cet échange réduit 1’étendue d’action de pontage du
calcium (qui liait transversalement et agrégeait les molécules de para-caséines) et rompt
I’intégrité structurale de la casé€ine. La séquestration du calcium provoque une hydratation
partielle de la para-caséine insoluble, conduisant ainsi & une conversion en para-caséinate de
sodium phosphaté (Caric et al., 1985 ; Marchesseau et al., 1997). En conséquence, le
caséinate solubilisé est capable d’interagir avec 1’eau et les interfaces lipidiques dans la masse
fromagere. Pendant le processus de fabrication, les para-casé€inates hydratés de la phase
aqueuse revétent la surface des gouttelettes lipidiques libres et dispersées, conduisant a leur
émulsification par la formation d’interface. Il est clair que la concentration en sels de fonte,
ainsi que I’intensité de cisaillement déterminent la distribution de la matiére grasse et la taille
des gouttelettes lipidiques et, par conséquent, la microstructure et la texture des analogues
fromagers (Caric et al, 1985). En effet, plus I’émulsification avance, plus la taille des
globules gras des analogues fromagers est petite (Caric ef al., 1985). Cette taille des globules
gras diminue également quand les conditions de fabrication sont plus vigoureuses (Kalab et
al., 1987), ce qui augmente la surface spécifique d’interface (Ollivon, 2006). Par ailleurs, le
type de sel de fonte influence la taille des globules gras (Mulsow et al., 2007), et la quantité
de sels de fonte affecte également la structure et la fermeté d’imitations fromageres (El-Bakry
et al., 2010) : une réduction de la teneur en sel de fonte provoque une diminution de la taille
des globules gras et une augmentation de la fermeté, a cause d’'une moindre hydratation des

caséines.

Parmi les sels de fonte utilisés, les principaux sont des sels sodiques d’acide phosphorique et
d’acide citrique, incluant les citrates de sodium, les ortho-, pyro- et polyphosphates de
sodium, et d’autres mélanges de phosphates. Les sels de fonte sont souvent utilisés en

mélange car ils ont des propriétés complémentaires, comme le montre le Tableau 3.
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Tableau 3 : Sels de fonte sodiques utilisés pour la fabrication des fromages fondus (Fox
et al., 1996 ; Mulsow et al., 2007)

Capacité Echange
Groupe Sels de fonte Exemples Emulsification
tampon d’ions

Citrate de
Citrate de mono-,
Citrates ) o trisodium forte faible faible
di-, ou trisodium

(Na;C¢Hs07)
Phosphate de Phosphate de
Orthophosphates mono-, di-, ou trisodium forte faible faible
trisodium (Na3;PO,)
' ) Diphosphate
Diphosphate de di-, o
Pyrophosphates . _ de trisodium modérée tres forte modérée
tri-, ou tétrasodium
(Na3HP 207)
Tripoly-
hexaphosphate de  Polyphosphate
) ) ) tres forte
pentasodium ; de sodium (sel ~ faible a forte a trés
Polyphosphates . (k=3-10)a
tétrapoly- de Graham:  trés faible bl forte
aible

hexamétaphosphate  Nay,PyOz111)

de sodium

Les polyphosphates ont une forte capacité a complexer le calcium, conduisant a la rupture de
la structure des caséines micellaires et a une plus grande disponibilit¢ des molécules de
cas¢ine a former un réseau. Les phosphates de sodium (Nay:2PxOsk+1) sont habituellement
utilisés pour la production de fromages fermes, non destinés a étre fondus. Cette fermeté est
liée a ’augmentation des interactions dans la matrice protéique, puisque les polyphosphates
présentent des liaisons intenses, et sont donc responsables du développement de la structure
interne de la matrice protéique (Guinee et al., 2004). Cependant, [’usage excessif de
phosphates peut conduire a la dégradation des caséines et au développement d’un arriére-gott

amer (Mayer, 2001).

d. L’eau

Lors de la fabrication des analogues fromagers, 1’eau a pour réle de dissoudre les sels de
fonte, d’hydrater les protéines et de permettre la dispersion des ingrédients. Elle conduit
¢galement a une diminution de la fermeté, associée a une augmentation du caractére fondant

des fromages (Hennelly ef al., 2005 ; Lee et al., 2004).
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Dans des analogues fromagers, la fermeté, exprimée par le module de conservation (G’, en
Pa), a été trouvée deux fois plus élevée dans les fromages avec une teneur en humidité de
53 2.100g" que dans ceux avec 58 g.100g" d’humidité (Pereira er al., 2001). La diminution
de fermeté peut étre attribuée a une amélioration de I’hydratation, a un réseau de casé€ines plus
lache di a cette hydratation (Marshall, 1990), et a la réduction du ratio protéine/eau (Ennis et
al., 1998 ; Fox et al., 1996). Par ailleurs, la taille des gouttelettes lipidiques diminue et leur
nombre augmente lorsque la teneur en humidité diminue (Hennelly et al., 2005 ; Lee et al.,
2004 ; Pereira et al., 2001). De plus, les analogues fromagers sont plus fermes et contiennent
plus de protéines insolubles lorsque la teneur en mati¢re séche augmente (diminution de la

teneur en eau) (Floury et al., 2009a).

e. LepH

Le pH influence la rhéologie et la microstructure des fromages fondus et des analogues
fromagers. Il agit sur les interactions protéine-protéine et sur I’hydratation des caséines, mais
aussi sur la séquestration du calcium causé par les sels de fonte. A pH 6-7, les caséines sont
chargées négativement et ont donc un attrait important pour les ions Na" (Gaucheron, 2004).
Le sodium peut donc se lier aux caséines (Gal & Bankay, 1971 ; Hardy & Steinberg, 1984) et
favoriser leur hydratation. Par ailleurs, 1’augmentation de pH est connue pour accroitre le
caractére hydrophile des protéines de lait, du fait de leur charge négative plus importante
(Gaucheron, 2004). Le réseau protéique est plus lache et moins compact, du fait d’interactions
plus faibles entre les protéines (Awad et al., 2002). De plus, une augmentation de pH diminue
le diametre moyen des globules gras dans des mod¢les fromagers (Floury et al., 2009a), ce
qui influence également les propriétés rhéologiques de ces produits. Pour plus d’informations
sur les effets du pH, mais aussi de la température dans des analogues fromagers, le lecteur

peut se référer a Mulsow et al. (2007).

f. Lesel (NaCl)

L’effet du sel sur I’hydratation des caséines a été étudié dans du lait écrémé emprésuré
(Creamer, 1985). L’addition de 5% de NaCl a provoqué une augmentation des niveaux de
calcium dans le sérum et une augmentation de 1’hydratation des caséines. L’augmentation de
I’hydratation des caséines en présence de NaCl peut étre attribuée a la liaison des ions Na"
avec les caséines (Gal & Bankay, 1971 ; Hardy & Steinberg, 1984) et au déplacement du
calcium ou du phosphate de calcium provenant des para-caséines par le Na'.
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Les interactions entre les ions Na' et les caséines ont lieu entre les résidus phosphosérine des
caséines et les ions Na', via des liaisons électrostatiques. Ces interactions dépendent des
protéines (type de caséine, charge) et de leur environnement (pH, force ionique, température)
(Gaucheron, 2004). L’addition de NaCl crée un échange d’ions sodium-calcium avec les para-
caséines, en quelque sorte similaire a 1’échange d’ions produit entre les sels de fonte
(phosphates et citrates de sodium) et la matrice de caséines lors de la fabrication des
fromagers fondus. En effet, une relation inverse entre 1’hydratation des caséines et le calcium
li¢ aux caséines a été décrite par de nombreux auteurs dans des systémes modéles. Par
exemple, 1’addition de 0 & 1,4 % de calcium (w/w) dans de la Mozzarella (par injection a
haute pression d’une solution de CaCl, a 40%) augmente les interactions caséines-caséines et
diminue ainsi I’hydratation des caséines (Pastorino et al., 2003b). Une concentration en
sel plus importante provoque un gonflement et une absorption d’eau de la phase protéique
dans de la Mozzarella (Guo ef al., 1997) et dans du Munster (Pastorino et al., 2003a), du fait
des interactions protéines-eau (Gaucheron, 2004). Par conséquent, la Mozzarella sans sel
présente, par exemple, une matrice protéique plus ouverte et plus lache que son homologue
salé. Dans des modeles fromagers emprésurés, le sel agit également sur le processus de
gélification de la présure, en le ralentissant (Famelart et al, 1999). Par ailleurs, a faible
concentration de sel, la solubilité des protéines a tendance a augmenter légerement (« salting
in ») alors qu’elle a tendance a diminuer lorsque la concentration en sel est haute (« salting

out »), provoquant la précipitation des protéines (Craescu, 2004).

Ces données concernant les caractéristiques des modeles fromagers ont mis en évidence
I’effet des ingrédients sur la structuration des modéles fromagers et ont montré que la
microstructure pouvait finement varier lorsque la composition était modifiée. La
caractérisation de cette microstructure est importante non seulement pour la
compréhension des propriétés rhéologiques des modeles fromagers, mais aussi pour
comprendre I’environnement dans lequel évoluent les molécules responsables de la
flaveur, et notamment celles qui nous intéressent particuliérement : le sel (NaCl) et les
composés d’arome. Le paragraphe suivant s’intéresse donc a la microstructure et aux

propriétés rhéologiques des modéles fromagers.
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4. Caractérisation de la structure et des propriétés rhéologiques des modéles fromagers

Tout d’abord, les possibilités d’étude de la microstructure des modeles fromagers sont
présentées, en s’intéressant plus spécifiquement a la technique de microscopie confocale,
puisque c’est la technique que nous avons décidé d’utiliser pour I’observation de la
microstructure des modéles fromagers de nos études. Ensuite, 1’étude des propriétés

rhéologiques des modeles fromagers est présentée.

a. Observation de la microstructure par microscopie

La structure des analogues fromagers est fréquemment décrite comme étant une €mulsion
concentrée de gouttelettes lipidiques sphériques incrustées dans une matrice protéique
hydratée et dont la taille varie entre 1 et 10 um (Auty ef al., 2001). Plus précisément, la
structure des matrices protéiques résulte des interactions entre protéines, mais aussi des
interactions entre les para-caséinates recouvrant les globules gras et les para-caséinates

dispersés (Fox et al., 1996).

Plusieurs types de microscopie permettent 1’observation de la microstructure des produits
laitiers (Tamime, 2007), comme la microscopie optique, la microscopie électronique a
transmission (MET), la microscopie électronique a balayage (MEB) ou la microscopie
confocale. Toutes ces techniques permettent de visualiser la structure des globules gras et des
protéines dans différents produits laitiers (Tamime (2007) et références associées), mais nous
axerons ici nos descriptions sur la microscopie confocale, car c’est la technique la plus

pertinente pour bien différencier les protéines de la matiére grasse (Ong et al., 2011).

b. Utilisation de la microscopie confocale

i.  Avantages de la microscopie confocale

Contrairement a la microscopie de fluorescence conventionnelle, et a sa perte de résolution
axiale due a la superposition d’informations issues des plans adjacents, la microscopie
confocale permet de pallier cet inconvénient. En effet, son principe est de pratiquer des
coupes optiques virtuelles dans I’objet observé et de n’enregistrer que 1’image de fluorescence

émise dans le plan (Filipe, 2007).
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En microscopie optique traditionnelle, mais aussi en MET, les échantillons épais ne sont pas
appropriés pour des observations microstructurelles. Seules les trés fines sections
d’échantillons, obtenues principalement par des coupes au microtome, sont observables.
L’inconvénient de telles coupes réside dans le fait qu’elles peuvent parfois provoquer des
destructions d’¢éléments structuraux si I’échantillon est fragile. Des artefacts peuvent avoir
lieu durant les étapes de sectionnement, ce qui peut, par la suite, rendre I’interprétation
d’images difficile. En MEB, les échantillons doivent étre secs et conducteurs (Tamime et al.,
1990) et, avec cette technique, si des bulles d’air sont présentes, elles peuvent étre assimilées
a des globules gras, ce qui n’est pas le cas en microscopie confocale (Sutheerawattananonda

etal., 1997).

Un avantage de la microscopie confocale est donc que cette technique permet 1’observation
d’échantillons avec une procédure minimale de préparation (sans fixation ni déshydratation),
due a ses possibilités uniques de sections optiques et a sa haute résolution spatiale. De ce fait,
elle se révele trés intéressante pour 1’étude d’échantillons non modifiés (Auty et al., 1999).
Cela est notamment di a la capacité du laser a pénétrer en profondeur, mais de facon non
invasive dans 1’échantillon (Wright et al., 1993). Un grand nombre de sections optiques
séquentielles peut également étre généré pour permettre ensuite la visualisation numérique
d’images en 3 dimensions (Heertje et al., 1987). Des phénomenes de transports et de process
dynamiques peuvent ainsi €tre étudiés sur des cellules (Auty et al., 1999 ; Heertje et al.,

1990 ; Wright et al., 1993) mais ils n’ont pas été utilisés pour notre étude.

La technique de microscopie optique confocale permet aussi I’identification et la localisation
de plus d’un composé chimique a la fois (en fonction du nombre de faisceaux lasers
disponibles) par une technique de labellisation spécifique (Herbert ez al., 1999a). Des sondes
fluorescentes peuvent étre utilisées pour identifier des composants spécifiques des aliments
(Heertje et al., 1987). La colocalisation est permise par l’utilisation de plusieurs sondes
fluorescentes (ou mélange de sondes), dans des solvants adaptés, a des concentrations
appropriées et a des longueurs d’ondes spécifiques (Auty et al., 2001). Par exemple, la
colocalisation de protéines et de matiere grasse est possible dans des émulsions et des
aliments réels, avec des marqueurs séparés (Auty et al., 2001 ; Herbert et al., 1999b), mais
seulement si les filtres et les émissions de fluorescence des colorants sont bien séparés

(Herbert et al., 1999a).
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il. Quelqgues applications de la microscopie confocale

A la fin des années 1980, la microscopie confocale a commencé a étre utilisée pour 1’étude de
la microstructure des fromages (Heertje et al., 1987), en complément de la MEB et de la
MET. La microscopie confocale s’est aussi révélée étre tres adaptée pour caractériser la
microstructure de gels laitiers tels que des yaourts ou des gels acidifiés (Hassan et al., 1995 ;
Lucey et al., 1998) et pour mettre en évidence les réseaux de particules de caséines dans ces
produits. Plus tard, elle a été utilisée sur des crémes glacées afin d’évaluer I’effet d’un
remplacement de saccharose par du tréhalose sur la microstructure (Bannatyne, 2001). Elle a
aussi €été utilisée pour observer les exopolysaccharides bactériens dans des yaourts brassés

(Hassan et al., 2002).

Les ¢études de microscopie confocale permettent de mieux comprendre la distribution de la
matiere grasse dans des matrices alimentaires complexes. Parmi les premiers, Marshall (1990)
a observé des analogues de fromages fondus et a mis en évidence un réseau protéique de
granulométrie plus fine lorsque la teneur en matiére grasse augmentait. D’autres observations
ont ensuite ¢té¢ réalisées sur différents types de fromages, permettant de caractériser la
microstructure des produits, et notamment la répartition des protéines et de la matiere grasse.
Dans des fromages a pate pressée cuite, comme I’Emmental, la mati¢re grasse se trouve sous
forme de larges zones de forme indéfinie (Lopez et al., 2008), alors que les globules sont
quasiment intacts dans des fromages a pate molle tels que le Camembert (Everett, 2007). La
taille des globules peut étre diminuée efficacement dans des fromages a pate molle en
utilisant, par exemple, la technologie d’ultrafiltration (Michalski et al., 2004). Des fromages
tels que le Cheddar possedent une matrice protéique continue contenant des globules gras de
formes irrégulicres, alors que la Mozzarella contient des protéines et de la maticre grasse
alignées presque linéairement. Les fromages fondus sont des systémes de type émulsion, avec
une phase protéique homogene contenant des gouttelettes lipidiques sphériques de 2 a 25 um

(Auty et al., 2001).

Les images obtenues en microscopie confocale sont particuliérement propices a 1’analyse
d’image puisque les images se présentent déja sous forme digitale. Sur des fromages, la taille,

la surface mais aussi la répartition des globules gras peuvent ainsi étre étudiées (Fenoul et al.,

2008 ; Pereira, 2000).
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L’ensemble des travaux décrits montre que la microstructure des modeles fromagers
dépend de leur composition et des conditions de fabrication. La composition et la
microstructure associée influencent ensuite, a leur tour, les propriétés rhéologiques des

produits, mais aussi la texture et la flaveur des fromages (Everett & Auty, 2008).

c. Propriétés rhéologiques des modéles fromagers

Les propriétés rhéologiques du fromage sont 1’expression macroscopique de la structure de la
matrice du fromage, c’est-a-dire de sa composition et de son organisation (Beuvier & Buchin,
2004). Les relations entre structure et propriétés rhéologiques des fromages ont été décrites
dans de nombreuses publications (Awad et al., 2002 ; Cunha et al., 2010 ; El-Bakry et al.,
2010 ; Floury et al., 2009a ; Hennelly et al., 2005 ; Lobato-Calleros et al., 1998 ; Marshall,
1990 ; Panouillé et al., 2011 ; Wilkinson et al., 2000). En regle générale, des microstructures
avec un réseau protéique plus rigide, plus compact et avec de petits globules gras conduisent a
des modéles fromagers dont les propriétés rhéologiques traduisent des produits plus fermes.
L’augmentation de fermeté peut étre expliquée par une augmentation des interactions
protéines-protéines (El-Bakry ef al., 2010). A I’'inverse, des microstructures avec un réseau
protéique plus lache et de gros globules gras conduisent a des produits plus mous. Mais ce
n’est pas seulement la microstructure qui affecte les propriétés rhéologiques. L’augmentation
de la durée et de la température de fabrication de fromages fondus peut aussi induire une
augmentation de fermeté (Kalab et al., 1987 ; Lee et al., 2003), tout comme la durée de
saumurage dans de la Mozzarella (Cervantes et al., 1983). Enfin, la nature de la maticre
grasse peut affecter les propriétés rhéologiques d’analogues fromagers: les analogues
comportant les matieres grasses les plus molles ont des valeurs plus faibles du module

d’¢élasticité (Jaros et al., 2001).

Nous venons d’expliquer que la composition des modéles fromagers influencait la
structure et les propriétés rhéologiques, mais ces changements d’environnements sont
aussi susceptibles de modifier le comportement des autres ingrédients. Dans le cas de
cette thése, les composés d’intérét des modéles fromagers sont le sel (NaCl) et les
composés d’arome. Ainsi, I’effet de la composition sur le comportement de ces composés
est présenté dans les chapitres suivants, en débutant par I’étude du comportement du
NaCl (mobilité et disponibilité).
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III. Mobilité et disponibilité du NaCl dans des matrices alimentaires

Dans ce chapitre, nous préciserons les paramétres qui peuvent influencer la mobilité et la
libération du sodium dans différentes conditions d’étude. Ces conditions débutent au niveau
moléculaire, a 1’échelle des interactions des ions Na' avec les autre molécules, et se
poursuivent jusqu’a 1’étude macroscopique de la libération du sodium dans une phase
aqueuse, que ce soit dans de l’eau, ou dans la salive en bouche, en conditions de

consommation.

1. Mobilité du sodium a I’échelle moléculaire : la résonance magnétique nucléaire
(RMN) du sodium

Dans sa forme la plus simple, la technique de spectroscopie par résonance magnétique
nucléaire (RMN) consiste a placer un échantillon dans un champ magnétique, exciter les
noyaux de I’échantillon a un état d’énergie plus élevée, puis enregistrer le signal émis quand
les noyaux retournent a leur état plus stable. Elle constitue une technique de choix pour
¢tudier les interactions entre molécules (Moreau & Guichard, 2006). Les noyaux les plus
communément étudiés dans les produits laitiers sont les noyaux 'H, PC (principalement pour
la matiére grasse laitiére), et >'P (pour les composés phosphorylés, tels que les
phospholipides) (Belloque & Ramos, 1999). La mobilité des ions phosphates a, par exemple,
été étudiée par RMN *'P dans des fromages (Gobet ef al., 2010). Des exemples récents
d’utilisation de la RMN sur des aliments peuvent étre trouvés dans les présentations de la
conférence internationale « Applications of Magnetic Resonance in Food Science » (Renou et
al., 2011). Mais, dans ce paragraphe, nous allons spécifiquement nous intéresser a I’utilisation

de la RMN du sodium (*Na).

Du fait des recommandations nutritionnelles visant a réduire la consommation de sel, il existe
un réel besoin de caractériser et de quantifier 1’état des ions sodium et leur teneur dans les
produits alimentaires. A cette fin, la RMN du sodium est une technique unique permettant de
déterminer de maniére non invasive la teneur en ions Na', ainsi que leur état de liaison
(Kemp-Harper et al., 1997 ; Woessner, 2001). Cette technique est utilisée dans les domaines

alimentaires et non alimentaires.
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Elle est, par exemple, utilisée pour 1’é¢tude de la dynamique du sodium dans des matériaux
poreux (Porion ef al., 2001 ; Rijniers et al., 2004), des biopolymeres (Woessner, 2001) et des
tissus biologiques (Eliav & Navon, 1994 ; Reddy ef al, 1995), ou pour I’étude de la
distribution des ions Na' dans des systémes tels que des gels de pectine (Brosio et al., 1993),
des résines échangeuses d’ions (Mouaddab et al., 2007), des systémes de iofa-carraghénanes
(Gobet et al., 2009b), mais aussi des aliments tels que de la viande de porc salée (Foucat et
al., 2003), du saumon fumé (Foucat et al., 2004a), du fromage (Gobet ef al., 2010) et du pain
(Gudjonsdottir et al., 2012). Dans ces études, la détection de tous les ions Na™ a été validée
par des expériences de RMN du sodium en simple quanta (SQ). Une fraction de sodium li¢ a
pu étre mise en ¢évidence par des expériences RMN du sodium en double quanta (DQ). Les
ions Na' liés sont des ions ayant en réalité un mouvement restreint. La technique de RMN a

permis de révéler que ces ions étaient dans un environnement spécifiquement ordonné.

Cette technique permet également d’étudier I’influence de I’aliment sur la mobilité des ions
Na". Dans les systémes de iota-carraghénanes et dans les gels de pectine, les mesures par
RMN *Na ont ainsi montré que la formation d’un gel, associée a une augmentation de
fermeté, était directement corrélée a une diminution de la mobilité des ions Na™ (Brosio et al.,
1993 ; Gobet et al., 2009b). Dans la viande de porc salée, ces mesures ont montré que plus la
viande était salée, moins le sel lié était mobile (Foucat et al., 2003). La RMN *Na a permis
de mettre en évidence que le sodium n’était pas réparti de maniere homogene dans des filets
de saumon fumé et que sa distribution dépendait de la distribution du gras (Foucat et al.,
2004b). La quantité d’ions Na' liés est indépendante du procédé de salage des saumons (sel
sec et/ou injection) et de la concentration en NaCl, et n’est pas corrélée a la perception salée
des saumons (Foucat et al., 2004a). D’un point de vue perceptif, ce résultat differe d’autres
résultats ayant montré que la liaison des ions Na®, déterminée par spectroscopie RMN **Na,
influencait la perception salée de solutions de gomme (Rosett ef al., 1994) et de soupes de
tomates (Rosett et al., 1997). Dans le cas des solutions de gomme, une gomme ionique
chargée négativement (kappa-carraghénanes, xanthane) conduit a une moindre mobilité des
ions Na" qu’une gomme non ionique (guar, caroube), mais aussi a une suppression de la
perception salée, du fait de la liaison des ions Na" a la gomme ionique. Dans le cas des soupes
de tomates, les liaisons entre les caséines et les ions Na' diminuent la mobilité des ions Na' et

la perception salée est supprimée par I’ajout de protéines (caséinates de calcium).
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Des compétitions de liaisons entre KCl et NaCl ont été mises en évidence dans des systémes
de gommes, modifiant ainsi la perception salée (Rosett et al., 1995): les ions K' et Ca**
endogenes, ou le KCI ajouté, se lieraient préférentiellement aux gommes ioniques, laissant
ainsi plus d’ions Na' disponibles pour éliciter la perception salée. Ce phénoméne a pu étre
révélé par une plus grande mobilité des ions Na” suite a I’ajout des espéces mentionnées. Les
auteurs ont attribué une diminution de la perception salée au fait que les ions Na ™ puissent se

lier aux caséines, ne participant ainsi pas a la perception salée.

La technique de RMN et les résultats obtenus jusqu’a présent ouvrent la voie de la
quantification des ions Na' libres et liés, ce qui constitue un facteur déterminant dans la
caractérisation des produits alimentaires salés. Néanmoins, peu d’études se sont intéressées a
la quantification absolue par spectroscopie RMN **Na de la fraction liée du sodium. A ce jour,
on dénombre seulement des ¢tudes de quantification absolue sur des résine échangeuses
d’ions (Mouaddab et al., 2007), sur des gels de iota-carraghénanes et sur des fromages

(Gobet, 2008) et, plus récemment, sur du pain (Gudjonsdottir et al., 2012).

La RMN permet d’étudier les interactions entre le sodium et les constituants qui I’environnent
a I’échelle moléculaire, mais ce type d’étude peut étre complété par des études a I’échelle
microscopique et macroscopique, afin de mieux comprendre le comportement de libération du

sodium hors d’une matrice, comme 1’explique le paragraphe suivant.

2. Mobilité et mouvement du NaCl aux échelles microscopique et macroscopique

Le mouvement de libération du sel d’une matrice vers une phase aqueuse peut étre suivi par
I’¢tude de la diffusion du sel, ou par le résultat de ce mouvement, a 1’équilibre, via 1’étude des

coefficients de partage eau/matrice du sel.

a. Coefficients de partage eau/matrice du sel

Contrairement aux composés d’ardme, les composés sapides, tels que le sel (NaCl) ne sont
pas solubles dans les lipides. En bouche, le transport de ces composés vers les récepteurs
gustatifs se fait a travers la phase aqueuse continue. Ce transport est plus ou moins rapide
selon le composé considéré et la composition de la phase aqueuse (Dumont, 2006), ce qui

justifie d’étudier les propriétés de libération du NaCl dans des milieux aqueux.
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Les propriétés de partage du NaCl ne sont que tres peu étudiées dans le domaine alimentaire.
A notre connaissance, il n’existe que deux méthodes décrites dans la littérature :

- une cellule de diffusion mise au point pour déterminer le coefficient de partage du
NacCl entre I’eau et un gel d’agar (Djelveh et al., 1989). Cette méthode a ensuite été
appliquée sur du fromage (Zorrilla & Rubiolo, 1994).

- la méthode Solid/Liquid — Phase Ratio Variation (SL-PRV) mise au point sur des
modeles fromagers (Lauverjat, 2009c ; Lauverjat et al., 2009a) et qui est une

adaptation de la méthode PRV utilisée pour les composés volatils (Ettre et al., 1993).

Dans cette deuxiéme méthode, I’inconvénient de la technique d’analyse associée (par
détection conductimétrique globale) est qu’elle n’est pas sélective du NaCl et qu’elle
nécessite I’utilisation de produits salés et non salés. L’absence d’effet de la teneur en matiére
grasse ou de la teneur en protéines des modéles fromager sur les coefficients de partage du

NaCl pourrait provenir de I’absence de sélectivité de la technique employée.

Pour étudier le partage eau/produit du sodium dans des modeles fromagers, la concentration
en sodium soluble dans la phase aqueuse, apres centrifugation, peut également étre considérée
par rapport a la concentration en sodium total (Floury et al., 2009a). Dans ce cas, le partage
des ions Na' est plus élevé lorsque le ratio gras/sec, la teneur en NaCl et le pH augmentent.

Ces effets ont été expliqués par des effets sur la microstructure des modeles fromagers.

b. Etude in vitro de la diffusion et de la libération du sel

Dans le cas des fromages réels, la diffusion du sel depuis la saumure fait 1’objet de
nombreuses études pour en expliquer le mécanisme. Dans ce cas, 1’utilisation de la seconde
loi de Fick est tres largement utilisée dans les études portant sur la diffusion du NaCl lors de
I’étape de salage ou d’affinage (Geurts et al., 1974 ; Zorrilla & Rubiolo, 1994).

Cette loi représente la variation de concentration a un point donné, en fonction du temps et

elle s’exprime selon 1’équation suivante :

& _ , 2
at Prax?
dc
Ou @ décrit la variation de la concentration au cours du temps, D; est le coefficient de
R

diffusion et 8% décrit la variation de la concentration selon 1’axe x de diffusion.
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Les principaux facteurs qui influencent la diffusion du sel vers le fromage ont été postulés
(Geurts et al., 1974) et sont :

- La taille des pores de la matrice fromagere, qui gouverne a la fois la diffusion du NaCl
et la diffusion inverse d’eau (deux fois plus importante en moyenne que la diffusion
du NaCl).

- La viscosité apparente de la phase aqueuse des fromages, qui comporte de nombreux
matériaux dissous (acides, sels, composés azotés), limitant la diffusion du NaCl.

- Les tortuosités de la matrice fromagere, dues aux obstructions des globules gras et des
particules de protéines.

- L’eau liée aux protéines qui augmente le diametre effectif des protéines et qui

provoque des effets de friction.

Ces facteurs peuvent donc étre pris en compte dans la détermination d’un coefficient de
diffusion du NaCl ajusté (Geurts et al., 1974). Avec ce type de coefficient ajusté, il peut étre
déduit que la diffusion du NaCl (de la phase aqueuse dans le fromage) augmente lorsque

I’extrait sec diminue et lorsque le pourcentage de matiere grasse augmente (Guinee, 2004).

La diffusion du sel d’un fromage vers une phase aqueuse est moins étudiée, bien qu’il s’agisse
aussi d’un gradient de concentration en NaCl a I’origine de la diffusion du NaCl. Quelques
¢tudes ont cependant permis d’étudier 1’effet de la composition de modeles fromagers sur la
diffusion du NaCl. Tout d’abord, 1’'un des principaux facteurs affectant la diffusion du NaCl
est la teneur en matieére séche des modeles fromagers. En effet, une diminution de seulement
32 % de la maticre seche peut conduire a une augmentation de 80 % du coefficient de
diffusion du NaCl (Lauverjat et al., 2009b). Le méme type d’effet a également pu étre mis en
¢vidence sur la diffusion du NaCl dans de la salive artificielle (Floury et al., 2009b). L’effet
de la maticre seche s’explique par une augmentation de la fermeté, une diminution de I’eau
disponible pour le transport du NaCl et une augmentation de ’effet de tamisage du réseau
protéique. Mais les ingrédients constitutifs des modeles fromagers peuvent également
influencer le coefficient de diffusion du NaCl : ce dernier augmente lorsque la teneur en sel et
la teneur en maticre grasse des modeles fromagers augmentent (Lauverjat ef al., 2009b). Pour
la matiere grasse, cet effet semble associ€¢ a la diminution simultanée de la teneur en
protéines, facilitant ainsi la diffusion du NaCl. Cette constatation montre qu’il est difficile de
différencier I’effet de chaque constituant sur la diffusion du NaCl puisque la variation de la

teneur d’un constituant modifie souvent la teneur d’un autre.
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Enfin, il a été démontré que les ions Na' et CI" du NaCl contenu dans des modéles fromagers
diffusaient de la méme facon dans I’eau, puisque leurs profils de libération étaient
superposables (Floury et al., 2009b). Ceci confirme la validité d’étudier les ions Na™ ou les

ions CI” pour étudier la libération du NaCl.

Nous venons de voir qu’il est possible d’étudier les interactions entre le sodium et les
constituants de ’aliment dans lequel il est contenu. Cependant, lors de la consommation
en bouche de I’aliment, de nombreux mécanismes physiologiques entrent en jeu
(mastication, salivation, etc...). Afin de mieux comprendre ces mécanismes qui vont
influencer la libération du sodium en bouche, nous allons plus spécifiquement les

présenter dans les paragraphes suivants.

3. Libération du NaCl en bouche en situation de consommation

Comme nous I’avons mentionné, la libération du sodium en bouche est affectée par le

processus de mastication et de salivation. Ce paragraphe traite donc de ces deux aspects.

a. Role de la salive sur la libération du NaCl en bouche

Tous les effets de salive sur la mastication, la déglutition, la digestion sont décrits par
Humphrey & Williamson (2001) et Pedersen et al. (2002) mais nous nous intéresserons plus
particulierement ici au role de la salive sur la libération de stimuli en bouche. La salive sert de
solvant aux molécules gustatives et permet leurs acceés aux récepteurs gustatifs (Mese &
Matsuo, 2007), mais cet acces dépend du flux salivaire et de la composition salivaire (Gaviao
et al., 2004 ; Neyraud et al., 2003 ; Salles et al., 2011a). Concernant la composition salivaire,
on sait par exemple que les ions HCOs5” de la salive participent au pouvoir tampon de la salive
et peuvent donc affecter la perception acide (Christensen et al., 1987). D’autres composants
salivaires tels que les enzymes amylases et lipases peuvent €galement interférer avec les
composés alimentaires (amidon, lipides) et provoquer un début d’hydrolyse (Ferry et al.,
2006 ; Mese & Matsuo, 2007). L’action du flux salivaire peut, entre autres, se manifester sur
la libération du NaCl en bouche lors de la consommation de modeles fromagers, par exemple.
A des flux salivaires bas, I’extraction du sel d’un modele fromager pendant la mastication est
plus lente (Pionnier et al., 2004b) et moins élevée (Phan et al., 2008). Enfin, la salive contient
majoritairement des ions Na' et CI” et leur concentration dans la salive au repos est suffisante

. ) ’ . . +
pour stimuler les récepteurs de la saveur salée (la concentration en ions Na est de
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2,7mmol.L" environ). Cependant, nous ne percevons que les concentrations supérieures a

celles auxquelles les récepteurs gustatifs se sont adaptés (Bartoshuk, 1978).

En bouche, la salive n’est pas le seul parameétre qui peut influencer la libération de stimuli. En
effet, le processus en bouche (mastication) peut également intervenir, comme 1’explique le
paragraphe suivant.

b. Réole de la mastication sur la libération du sel/du sodium en bouche

Le processus de perception de la saveur en bouche est un processus dynamique (Piggott,
2000) et c’est pour cette raison qu’il est intéressant de considérer la libération du sel en
bouche a différents moments de consommation. En général, la quantité de composés non
volatils libérés dans la salive augmente au début de la mastication, atteint un maximum, puis
diminue plus ou moins rapidement a la fin de la mastication (Davidson et al., 2000), le

maximum étant souvent atteint dans la premicre minute de mastication (Haahr ez al., 2004).

Alors que les études traitant de la libération des composés de la flaveur (ardmes et saveurs) se
sont principalement concentrées sur la fraction volatile, un nombre beaucoup plus restreint
d’études s’est intéressé¢ a la libération des composés non volatils en bouche. Dans les
premicres ¢tudes, des mesures de conductivité ont été utilisées pour étudier la libération du sel
lors de la mastication, en fonction de la texture du Cheddar (Jack et al., 1995). La fabrication
d’un palais artificiel avec des électrodes intégrées a permis de suivre la conductivité en
bouche. Le profil de libération du sel en bouche pendant la mastication est directement li¢ a la
déstructuration du fromage en bouche et donc a sa texture. A chaque coup de dent, une
quantité plus importante de sel est libérée par les fromages fermes et secs, caractérisés par une
faible teneur en eau et un ratio sel/humidité plus ¢€levé. De plus, la durée de mastication
nécessaire pour atteindre le maximum de libération du sel est directement reliée au caractere
mou et crémeux des Cheddars. Les fromages caoutchouteux présentent, quant a eux, des taux

de libération du sel plus lents (Jack ef al., 1995).

Une approche similaire, mais avec suivi simultané du pH en bouche, a été menée sur des
aliments de nature et de texture différentes (cacahuetes, chips, fromage et purée) a 1’aide d’un
appareil dentaire contenant deux capteurs (conductivité et pH) (Davidson et al., 1998). Ces
travaux ont mis en évidence la difficulté de mesure de la conductivité pour des aliments secs.
Le capteur de conductivité n’était pas spécifique a 1’ion Na' et, pour le fromage, la forte
teneur en ions contribuait au signal et rendait la courbe de libération inexploitable. Pour le pH,
la capacité tampon de la salive perturbait les valeurs des répétitions successives.
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Dans ces deux études présentées, nous pouvons nous demander dans quelle mesure les
appareils dentaires n’ont pas modifi¢ la mastication des produits (encombrement en bouche,
stimulation salivaire, ...). Des systémes plus petits ont ét¢ mis en place ultérieurement, avec
des ¢électrodes placées dans 1’espace interdentaire des incisives de la machoire inférieure et
permettant de suivre le renouvellement cyclique de la salive et les variations de concentrations
en sel associées, lors de la consommation de gommes salées (Neyraud et al., 2003). Des
¢lectrodes du méme type ont été mises au point et utilisées simultanément a un suivi de la
température en bouche, sans perturbation de la mastication, sur des produits tels que des
cacahuetes salées, du jambon ou des saucisses (Emorine et al., 2012 ; Emorine et al., 2011).
La encore, I’inconvénient de ces capteurs est qu’ils ne sont pas spécifiques des ions Na". Une
technique spécifique de suivi de la libération du sodium en bouche consiste a prélever des
¢chantillons de salive sur la langue et a doser le sodium qu’ils contiennent. Cette méthode,
décrite par Davidson et al. (2000), a été appliquée lors de la consommation de modeles
fromagers en collectant des échantillons de salive sur des cotons, a différents temps de la
mastication (Phan et al., 2008 ; Pionnier et al., 2004b). La quantit¢ de composés non volatils
libérés et leur vitesse de libération sont plus importantes lorsque les parametres masticatoires
(taux de mastication, durée et efficacité masticatoire) augmentent et lorsque la teneur en

lipides des mod¢les fromagers diminue.

Les échantillons de salive peuvent également étre prélevés par un filtre déposé sur la langue
(de Loubens, 2010 ; Panouill¢ et al., 2012), ou récupérés en demandant aux sujets de cracher
de la salive a des temps successifs. Dans ce dernier cas, des études de libération du sel en
bouche ont été menées récemment sur des pains de différentes texture (Tournier et al., 2012),
montrant que la quantité de sel libéré est corrélée au pourcentage de salive incorporée dans le
bol, que la pente de la courbe de libération du sel est corrélée au flux salivaire, alors que la
durée de libération est corrélée au nombre de cycles masticatoires (Tournier ef al., 2012). Ce
type de récupération (salive crachée) a également été utilisé lors de la consommation de
modeles fromagers (Lawrence ef al., 2012). La vitesse et I’intensit¢ maximale de libération du
sodium en bouche sont plus rapides lorsque la teneur en extrait sec et le ratio gras/sec sont
plus faibles. L’effet du ratio gras/sec n’est cependant observable que pour la concentration en
sel la plus importante (1,5 %). L’ensemble des études présentées dans ce paragraphe montre
que la mastication, mais aussi la texture des aliments et leur composition peuvent modifier la

libération du sel dans la salive.
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Dans tout le chapitre traitant de la mobilité, de la diffusion et de la libération du sel et
du sodium, nous avons présenté les différents facteurs pouvant affecter ces parametres,
a savoir des facteurs de composition, de structure, ou des processus en bouche lors de la
consommation de produits salés. Dans le prochain chapitre, nous allons désormais nous
intéresser aux paramétres pouvant affecter la mobilité et la libération des composés

d’arome.

IV. Mobilité et disponibilit¢é des composés d’arome dans des matrices
alimentaires

Dans ce chapitre, nous décrirons tout d’abord les caractéristiques des composés d’ardome et
leurs propriétés, puis nous nous intéresserons aux interactions qui peuvent avoir lieu entre ces
composés et leur environnement, a savoir les ingrédients des aliments dans lesquels ils sont
contenus. Nous verrons que ces interactions modifient le comportement des composés
d’ardbme, que ce soit en phase vapeur a I’équilibre, ou en conditions de consommation de

produits aromatisés. Ces deux aspects seront traités successivement.

1. Les composés d’arome

a. Rappel de quelques caractéristiques des composés d’arome

Les composés d’ardme sont de petites molécules susceptibles d’étre a I’origine de sensations
olfactives. Elles sont présentes en faible quantité¢ dans les aliments (0,05 a 1 %) et se trouvent
pour une tres grande partie emprisonnées dans la matrice alimentaire. Contrairement au sel
(NaCl) qui n’est soluble que dans la phase aqueuse et non dans les lipides, les composés
d’ardbme peuvent se répartir entre les phases lipidiques et aqueuses des aliments (Dumont,
2006). De plus, les composés d’ardme sont volatils, mais cette volatilité dépend de leur nature
chimique et de leur masse molaire. Les ardmes sont caractérisés par leur hydrophobicité,
communément désignée par le logP des composés d’ardme. Les composés d’arome contenus
dans des aliments peuvent étre analysés par GC-MS, apres avoir été extraits. Il n’existe pas de
méthode universelle d’extraction (liquide, distillation, headspace) car aucune ne représente

véritablement le profil aromatique quantitatif ou qualitatif d’un aliment (Reineccius, 2002).
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Selon leurs caractéristiques (volatilité, hydrophobicité, ...), les composés d’ardme vont
présenter des propriétés différentes, notamment concernant leur partage et leur diffusion entre
deux phases.

b. Propriétés de partage des composés d’arome

Les propriétés de partage sont déterminées a 1’équilibre, lorsqu’il n’y a plus de transport de
masse entre les deux phases considérées (matrice/air). Le composé d’arome considéré est
distribué¢ de fagcon homogéne dans chacune des phases. Théoriquement, 1’analyse de I’espace
de téte (« headspace ») au-dessus d’un liquide permet alors la détermination d’un coefficient
de partage. Ce coefficient est défini comme étant le ratio de la concentration en soluté dans la
phase vapeur sur la concentration dans la phase initiale (le plus souvent liquide). Le
coefficient de partage du soluté considéré s’exprime sous la forme :

K=C,/Cy

ou C; est la concentration du composé dans la phase initiale et C, la concentration du
composé dans la 2° phase en contact (Voilley, 2006).

Le coefficient de partage est une mesure globale qui tient compte des interactions réversibles
et irréversibles entre la matrice et les solutés. Différents parametres influencent la volatilité
des composés d’ardme, et donc les coefficients de partage : la liaison des ardmes avec les
molécules environnantes (lipides, protéines...), 1’équilibre acido-basique, les propriétés des
solvants, 1’état physique de la matiére grasse de la matrice (liquide, cristallin) et la

température (De Roos, 2006).

c. Propriétés de diffusion et de transfert de masse des composés d’arome

Deux facteurs principaux contrdlent le taux de libération et la diffusion des composés d’arome
depuis un aliment (Voilley, 2006):
e Lavolatilité¢ des composés d’ardme (associée a la mesure des coefficients de partage).
e La résistance au transfert de masse entre phases, et particulierement depuis le produit
vers 1’air.
Le taux de transfert de masse (diffusion et convection) est nécessairement influencé par une
force motrice, a I’origine du mouvement des matériaux, et par la résistance au flux. Il reflete
donc la cinétique de libération des composés d’ardme. Lorsqu’on considére des substances
dissoutes dans un liquide, la force motrice est une différence de concentration, alors que dans
le cas d’un gaz ou d’une phase vapeur, il s’agit d’une différence de pression partielle ou d’une
différence de pression de vapeur.
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Dans les deux cas, il s’agit d’une différence de potentiel chimique. La résistance provient,
quant a elle, du milieu (liquide ou gazeux) et des interactions entre les matériaux et le milieu
(Voilley, 2006). En effet, les aliments sont des systemes multiphasiques, ce qui complique
I’¢tude de la diffusion et du transfert de masse. La diffusion des composés d’ar6me dans une
matrice peut étre influencée par les effets d’obstruction et de piégeage des macromolécules et
de leur organisation structurale, ainsi que par la force et la nature des interactions spécifiques
entre les composés d’arome et leur environnement (autres composés d’arOme, eau,

macromolécules, ...).

2. Paramétres influengant le partage et la diffusion des composés d’arome
Dans ce paragraphe seront détaillés les effets des principaux constituants des modéles
fromagers sur les propriétés de partage et de diffusion des composés d’arome. Ainsi, les effets
des protéines, des lipides, de I’eau et du NaCl seront décrits. L’effet du pH et de la
température seront également abordés, avant de présenter 1’effet de la texture et de la

microstructure sur les propriétés de partage et de diffusion des composés d’arome.

a. Effet des protéines sur les propriétés des composés d’arome

Les interactions entre composés d’ardme et protéines sont dans la plupart des cas des
interactions réversibles qui impliquent des liaisons hydrophobes et hydrogeéne (Guichard,
2002 ; Lubbers et al., 1998). Ces liaisons dépendent de la nature du composé d’arome et de la
structure de la protéine considérée (Lubbers et al., 1998), cette structure dépendant, elle-
méme, de I’environnement dans lequel la protéine évolue (Guichard, 2006). Entre autres, la
température et les conditions ioniques peuvent modifier cet environnement et la conformation

de la protéine (Boelrijk et al., 2006).

Les interactions entre la B-lactoglobuline et les composés d’ardme sont les plus étudiées
(Andriot ef al., 2000 ; Andriot ef al., 1999 ; Benjamin et al., 2011 ; Jouenne & Crouzet, 2000 ;
Jung et al., 2002 ; Reiners et al., 2000 ; Seuvre et al., 2001 ; van Ruth & Villeneuve, 2002 ;
Yang et al., 2003), méme si les interactions avec d’autres protéines ont également été décrites
par d’autres auteurs (Dumont, 1987 ; Guichard, 2002 ; Langourieux & Crouzet, 1995 ;
Lubbers et al., 1998).
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Par les liaisons qu’elles créent avec les composés d’arome, les protéines participent donc a la
rétention des composés d’ardme. L’effet de rétention par les protéines dépend des propriétés
des composés d’ardme, et notamment de leur hydrophobicité (valeurs de logP). C’est cette
hydrophobicité qui détermine la constante d’affinité du composé pour la protéine considérée,
et qui module donc la rétention des composés d’ardme par les protéines. Pour des espéces
chimiques d’une méme classe, I’affinité pour la B-lactoglobuline augmente avec la longueur
de la chaine hydrophobe des composés d’arome (ou les valeurs de logP) (Andriot et al.,
2000 ; Reiners et al., 2000). Cette rétention par les protéines se traduit par une diminution des
coefficients de diffusion (Jung et al, 2002), des coefficients de transfert de masse et des
coefficients de partage air/produit (Le Guen & Vreeker, 2003). Cet effet de rétention est
d’autant plus important que la concentration en protéines est ¢levée. Cela a pu €tre mis en
évidence sur des solutions odorantes dans lesquelles 1’ajout de B-lactoglobuline a conduit a

une diminution d’odeur (Andriot ez al., 2000).

Outre la B-lactoglobuline qui est un trés bon cas d’étude, les autres protéines du lait
(a-lactalbumine, albumine de sérum bovin, caséines) présentent aussi des capacités de liaison
avec les composés d’ardme (Tromelin et al., 2006). Le cas des caséines nous intéresse plus
particulierement du fait de leur présence dans les mod¢les fromagers de notre étude, mais la
littérature est moins abondante a ce sujet. Néanmoins, on sait que les aldéhydes interagissent
fortement avec les caséines (Lubbers et al., 1998), mais que ces liaisons peuvent également
étre réversibles (Fares et al., 1998). Par ailleurs, plus la concentration en caséines est élevée,
plus les composés d’ardme sont retenus (Fischer & Widder, 1997), et ’hydratation des
cas¢ines influence également les interactions avec les composés d’aréme, car la fixation peut
parfois étre inhibée par la présence de molécules d’eau (Fares et al., 1998). De plus, les
composés d’ardme auraient une plus grande affinité pour les caséines que pour les protéines
sériques par exemple (Saint-Eve ef al., 2006a). Enfin, en émulsion huile-dans-eau, la présence
de caséinate de sodium peut modifier I’interface entre I’huile et 1’eau, conduisant a une plus
grande résistance au transfert de masse des composés d’ardme (butanoate d’éthyle et

hexanoate d’éthyle) (Landy et al., 1998).
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b. Effet des lipides sur les propriétés des composés d’arome

Les lipides sont des vecteurs et des modulateurs de mobilité des aromes. Ils participent a leur
rétention dans 1’aliment mais aussi a leur libération. Dans certains cas, ils sont méme
précurseurs de flaveur (oxydation des lipides, lipolyse) et peuvent participer aux propriétés
sensorielles des produits (Spinnler, 2011). Avec leurs propriétés hydrophobes, les lipides ont
une grande influence sur la libération des composés d’ardme, comparativement a des
ingrédients plus hydrophiles tels que les protéines et les polysaccharides (de Roos, 1997). Par
exemple, I’ajout de seulement 0,5 % de miglyol (triglycérides) a de I’eau conduit a une plus
grande diminution de la volatilit¢ de la nonan-2-one que I’ajout de 3 % de la protéine
B-lactoglobuline (Seuvre et al., 2000). La mati¢re grasse agit donc comme un réservoir pour
les composés d’arome hydrophobes, qui sont ainsi plus retenus. A titre d’exemple, les
composés d’ardme sont plus retenus dans des yaourts avec 5% de matiére grasse que dans
ceux avec 0% de matiére grasse (malgré un effet de rétention quand méme présent, dii aux

interactions hydrophobes entre composés d’ardme et protéines) (Nongonierma et al., 2006).

Tout comme pour les interactions entre protéines et composé€s d’ardome, les interactions entre
lipides et les composés d’arome sont dictées par les caractéristiques des composés d’arome.
Ainsi, les composé€s avec une plus grande chaine hydrophobe, ou une plus grande chaine
carbonée, sont plus retenus par les lipides dans une émulsion, que les autres composés (Doyen
et al., 2001). Cet effet de rétention se traduit ensuite par une diminution des coefficients de
partage et des coefficients de diffusion de ces composés (Doyen et al., 2001 ; van Ruth et al.,
2001). L’effet de rétention des lipides peut également étre observé dans des matrices
complexes telles que des modeles fromagers, avec une diminution des coefficients de partage
et des coefficients de diffusion de la heptan-2-one et de I’hexanoate d’éthyle lorsque la teneur
en maticre grasse augmente (Lauverjat er al, 2009b). A l’inverse, des composés tres
hydrophiles, qui possedent des valeurs de logP proches ou inférieures a zéro, ne sont pas
retenus par les lipides, ce qui explique des valeurs de coefficient de partage ¢levées

(Guichard, 2002 ; Guyot et al., 1996).

Enfin, la rétention des composés d’arome par la matiere grasse dépend également de la nature
de la maticre grasse (Nongonierma et al., 2006), avec une libération plus importante d’esters
dans des émulsions contenant de la mati¢re grasse végétale que dans des émulsions contenant

de la matiere grasse animale (Relkin ez al., 2004).
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c. Effet de ’eau sur les propriétés des composés d’arome

Tout d’abord, I’effet de 1’eau sur les proprié¢tés de partage et de diffusion des composés
d’arome dépend majoritairement de 1’hydrophobicité des composés d’arome (valeurs de
log P), avec un effet inverse de celui de la matiére grasse. Les composés d’ardme hydrophiles
sont retenus par ’eau, alors que les composés hydrophobes sont plus libérés. Par ailleurs,
I’eau agit également sur les interactions entre les protéines et les composés d’arome. Par
exemple, la présence d’eau autour de la B-lactoglobuline augmente considérablement la
capacité de rétention de la protéine, comparativement a la protéine seche (Seuvre et al., 2001).
Enfin, dans des aliments complexes (multiphasiques), la teneur en eau est inversement reliée a
la teneur en matiére seche, et ce ratio eau/mati¢re séche agit sur la structuration de la matrice
et influence par conséquent les propriétés de partage et de diffusion des composés d’arome.
Ainsi, une augmentation de la teneur en matieére seche de modéles fromagers provoque une
diminution importante des coefficients de partage et de diffusion de composés d’ardome de
classes différentes (esters, cétones) (Lauverjat et al., 2009b). Cette diminution peut étre
expliquée par les interactions hydrophobes entre protéines et composés d’arome et par un

réseau protéique plus dense, qui empéche la diffusion des composés d’arome.

d. Effet du NaCl sur les propriétés des composés d’arome

Tout d’abord, le NaCl a un effet direct sur les composés d’arome : I’effet de « salting-out »,
souvent mentionné dans la littérature (Deak et al., 2006 ; Endo et al., 2012 ; Zhang et al.,
2011). Le principe repose sur le fait que les ions Na' et Cl" mobilisent les molécules d’eau
pour leur hydratation. Une augmentation de la teneur en NaCl entraine ainsi une diminution
de la quantité d’eau disponible pour la solubilisation des molécules d’ardme, ce qui se traduit
par une augmentation du partage air/produit (Rabe et al., 2003). Les composés les moins
solubles sont les plus affectés par ce phénoméne (Lauverjat, 2009c). Cet effet n’a pas
seulement lieu en solution, mais peut également étre observé dans des matrices complexes,
comme des modeles fromagers (Lauverjat ef al., 2009b), ou des produits carnés (Flores et al.,

2007).

Par ailleurs, le NaCl peut modifier indirectement les propriétés de partage et de diffusion des
composés en agissant sur les protéines, modifiant ensuite la rétention des composés d’arome
et par conséquent les propriétés de partage et de diffusion. L’ajout de NaCl stabilise, par

exemple, la forme dimérisée de la B-lactoglobuline, en modulant I’équilibre entre les liaisons
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hydrophobes et les forces électrostatiques (Sakurai ef al., 2001). La quantité de nonan-2-one
liée a I’albumine de sérum bovin augmente avec la concentration de NaCl, du fait de la
capacité des anions a stabiliser ou déstabiliser la structure protéique (Damodaran & Kinsella,
1980). Dans le méme sens, la rétention de ’octan-2-one par la B-lactoglobuline augmente
lorsque la concentration en NaCl augmente (de 0 a 1 M NaCl) (Jouenne & Crouzet, 1997).
Ces résultats montrent que I’effet de salting out du NaCl peut étre contré par des interactions

moléculaires entre le NaCl, les protéines et les composés d’arome.

Enfin, le NaCl peut avoir un effet combiné sur la structure d’une matrice et sur la libération
des composés d’ardme. En effet, dans un gel de iota-carraghénanes, I’ajout de NaCl (et plus
précisément ’action des ions Na') induit un renforcement des interactions entre les chaines
doubles hélices des carraghénanes qui s’agrégent. Lorsque la concentration en NaCl
augmente, ce réarrangement est amplifié, conduisant a une agrégation plus forte, et donc a de
plus grands espaces vides entre les chaines des carraghénanes. Cet effet résulte en une
moindre obstruction pour la diffusion libre des solutés tels que le NaCl, et donc a une

augmentation de diffusion du butanoate d’éthyle (Gostan et al., 2004).

e. Effet du pH et de la température sur les propriétés des composés
d’arome

Le pH agit de manicre indirecte sur les propriétés de partage et de diffusion des composés
d’ardbme. En effet, il agit sur la conformation des protéines, ce qui influence ensuite la
rétention des composés d’ardme, et donc leurs propriétés de partage et de diffusion. Le pH
peut, en effet, conduire a un changement de conformation de la B-lactoglobuline, d’une
position fermée de la cavité hydrophobe (pH < 6,2) a une position ouverte (pH ~ 6,2 - 7,2)
(Uhrinova et al., 2000). Ceci entraine une meilleure accessibilité des ligands a des valeurs de
pH élevées, et a I'inverse, une plus grande spécificité¢ a des valeurs de pH plus basses. Par
conséquent, a des valeurs de pH ¢levées, les composés d’ardme se lient plus facilement aux
protéines, du fait de la meilleure accessibilité du site de fixation. Cela peut ensuite expliquer
la diminution de coefficients de partage air/solution protéique observée suite a I’augmentation
de pH (van Ruth & Villeneuve, 2002).

La température agit de manicre directe et de manicre indirecte sur la libération des composés
d’ar6éme. Tout d’abord, son augmentation induit une augmentation de libération des composés
d’arome, du fait de ’augmentation de leur volatilit¢ (Guichard et al., 2008 ; Savary et al.,

2006).
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Ensuite, tout comme le pH, la température peut également affecter la structure des protéines,
ce qui influence ensuite les propriétés de partage et de diffusion des composés d’arome. En
effet, elle peut provoquer I’agrégation des protéines (Hong & Creamer, 2002) ou conduire a

leur dénaturation, modifiant ainsi la rétention des composés d’arome.

f. Effet de la texture et de la structure sur les propriétés des composés
d’arome

Nous venons de présenter 1’effet de plusieurs constituants sur les propriétés de partage et de
diffusion des composés d’ardme. La structure formée par les constituants et la texture a
laquelle ils conduisent peuvent également modifier les propriétés de partage et de diffusion

des composés d’arome.

L’effet de la texture sur les propriétés des composés d’arome a souvent €té étudié¢ dans des
gels. Tout d’abord, une structure gélifiée (avec amidon ou carraghénanes) conduit a de plus
faibles valeurs des coefficients de transfert de masse et des coefficients de partage gaz/gel de
I’hexanoate d’éthyle et de ’acétate d’isoamyle qu’une solution aqueuse (Juteau et al., 2004).
Plus la concentration en texturant augmente, plus les coefficients de transfert de masse et de
partage diminuent, du fait de 1’augmentation de la viscosité (Roberts et al., 1996) et des
liaisons entre composés d’ardme et molécules texturantes (Bakker et al., 1998). L’effet de la
rigidité des gels peut également influencer le partage et la diffusion des composés d’ardme.
Dans des bases de fruits-sur-sucre aromatisées, une augmentation de la rigidité du gel diminue
le taux de libération des composés d’arome et la quantité libérée (Savary, 2006). L effet de la
rigidité et de la viscosité peut s’expliquer par le fait que les composés d’arome doivent dévier
leurs trajectoires lorsqu’ils rencontrent une plus grande résistance, ce qui diminue leur
diffusion. Par ailleurs, a viscosités égales, deux solutions épaissies avec des épaississants
différents (gomme guar et carboxyméthylcellulose) ne présentent pas les mémes

comportements de libération des ardmes (Roberts et al., 1996).

La texture est donc un parameétre important qui influence les propriétés de partage et de
diffusion des composés d’arOme, mais la structure des matrices influence également ces
propriétés (de Roos, 2003). Dans des aliments multiphasiques (protéines, eau, maticre grasse),
la structure dépend de 1’agencement des constituants, et peut donc modifier la rétention des

composés d’arome.
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Par exemple, la nature des protéines employées dans des yaourts conduit a des
microstructures différentes (observations en microscopie ¢€lectronique a balayage) et a des
libérations d’ardmes différentes (Saint-Eve et al., 2006a). Dans des émulsions de type
vinaigrette, de plus grosses gouttelettes lipidiques favorisent la quantité d’alcools et d’acides
libérés en phase vapeur, alors qu’elle freine la quantité de limonéne et de benzaldéhyde
libérés. Cela peut s’expliquer par les différences de nature et d’hydrophobicité des composés

(Charles et al., 2000).

Nous venons de voir que la composition, la texture et la microstructure influencent
fortement les propriétés de partage et de diffusion des composés d’aréme. Cependant, en
bouche, les paramétres de libération des aromes ne sont plus les mémes, car la texture et
la microstructure des produits sont complétement modifiées (De Roos, 2006). La matrice
alimentaire est déstructurée progressivement pendant la mastication et imprégnée de
salive. Le microenvironnement autour des composés d’aréme est donc perturbé, ce qui
modifie la libération des composés d’arome en bouche. Dans le cadre du projet de thése,
les modéles fromagers vont étre dégustés et la libération des composés d’arome sera
suivie lors de cette consommation. Ainsi, nous présentons dans le paragraphe suivant les
parameétres qui peuvent influencer cette libération des composés d’aréme en situation de

consommation.

3. Parameétres influengant la libération in vivo des composés d’arome

Dans ce paragraphe, nous présenterons tout d’abord le mode de transfert des composés
d’arome vers la cavité nasale. Ensuite, nous expliquerons comment les caractéristiques des
produits peuvent influencer la libération des composés d’ardme lors de la consommation de
produits aromatisés. Enfin, nous présenterons les parameétres physiologiques qui peuvent
modifier cette libération lors de la consommation.

a. Le transfert des composés d’arome jusqu’aux récepteurs olfactifs

Les composés d’arome présents dans les aliments sont pergus par les récepteurs olfactifs de la
cavité nasale. Deux trajets peuvent les y conduire : le trajet orthonasal par lequel les aromes
atteignent directement la cavité nasale avant méme que 1’aliment ne soit mis en bouche, et le
trajet rétronasal par lequel les composés d’ardme sont d’abord libérés dans la salive avant
d’étre transférés dans la phase gazeuse de la bouche puis dans le nasopharynx lorsque
I’aliment est mastiqué (Holley, 2006). Les deux types de libération sont présentés sur la

Figure 2.
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Figure 2 : Trajet de libération orthonasale et rétronasale des composés d'arome

Le trajet des composés d’ardme depuis la cavité buccale vers la cavité nasale implique une
dilution, avec des concentrations 10 a 100 fois inférieures dans la cavité nasale (Linforth et
al., 2002). Quel que soit leur trajet (orthonasal ou rétronasal), les composés d’ardme
interagissent avec 1’épithélium olfactif et peuvent se lier, de fagon réversible, aux récepteurs
des cellules sensorielles. Ces cellules sont des neurones dont le récepteur neuronal posséde un
pole dendritique comportant des cils fins immergés dans le mucus nasal. Les cellules
possedent également un axone qui se projette jusqu’au bulbe olfactif et qui transporte le signal
¢lectrique da a I’activation du récepteur neuronal. Les récepteurs odorants appartiennent a la
super famille des récepteurs couplés aux protéines G (Buck & Axel, 1991). La transduction
olfactive, qui est la conversion de I’énergie de liaison odorant-récepteur en un signal
¢lectrique, implique une cascade de réactions enzymatiques commencant par ’activation de la

protéine G.

Puisque les ardmes sont percus au niveau de la cavité nasale, la plupart des études ont analysé
la libération des composés d’arome dans la cavité nasale lors de la consommation des
aliments. La libération d’ar6mes peut étre suivie en temps réel, lors de la consommation d’un
produit, soit par ionisation chimique a pression atmosphérique (atmospheric pressure
chemical ionisation — mass spectrometry, ou APCI-MS) (Taylor et al., 2000), soit par
spectrométrie de masse couplée a une réaction de transfert de protons (proton transfert
reaction — mass spectrometry ou PTR-MS) (Lindinger et al., 1998a). Ces deux techniques
permettent de détecter et d’identifier des molécules d’intérét, qui sont séparées selon leur

rapport masse/charge (m/z).
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La libération des composés d’ardme lors de la consommation de produits peut donc étre
suivie en temps réel dans la cavité nasale. Mais, cette libération est modulée a la fois par la
composition et les caractéristiques du produit, et par les mécanismes en bouche. Les
paragraphes suivants détaillent, d’abord, 1’effet des constituants de la matrice alimentaire sur
la libération des composés d’arome (en ne considérant que des ingrédients pouvant se trouver
dans les mode¢les fromagers) puis I’effet de la texture et de la microstructure des produits, et

enfin I’effet des parameétres physiologiques.

b. Effet des protéines sur la libération in vivo des composés d’arome

Les mesures de libération/rétention d’ardmes in vivo peuvent parfois servir de complément a
des ¢tudes de partage et de diffusion, dans le but d’étudier par exemple les interactions entre
composés d’ardme et protéines (Gierczynski et al., 2007 ; van Ruth et al., 2004). Dans
certains cas, la rétention des composés d’ardme par les protéines, observées en conditions in
vitro se retrouve également dans les résultats de libération in vivo des composés d’ardme, en
situation de consommation. Par exemple, la forte rétention des aldéhydes insaturés par les
protéines du lactosérum a été confirmée par I’absence de détection de ces composés d’ardme
dans I’air expiré analysé¢ par APCI-MS (Le Guen & Vreeker, 2003). Néanmoins, la forte
rétention d’autres composés, tels que des méthyl-cétones, n’a pas été retrouvée en APCI-MS
(Le Guen & Vreeker, 2003). Un effet possible de dilution par la salive ou d’interaction entre

les composés d’arome et les muqueuses est proposé par les auteurs.

c. Effet des lipides sur la libération in vivo des composés d’arome

Il est admis que la phase lipidique agit comme un réservoir d’ardmes, conduisant a une
libération et a une perception retardée des composés d’ardme. Généralement, la libération des
composés d’arome diminue lorsque la teneur en lipides d’une matrice alimentaire augmente, a
I’exception des composés hydrophiles (Guichard, 2002 ; Guyot ef al., 1996). Cela a pu étre
montré dans des émulsions, avec une diminution de la concentration des composés d’arome
lipophiles dans la phase aqueuse en bouche provoquée par une augmentation de la fraction
lipidique (Carey et al., 2003), du fait de la rétention de ces composés par les lipides. Le méme
type d’effet (diminution de la libération des composés d’ardome lipophiles suite a
I’augmentation de la teneur en lipides) a également été observé sur des aliments solides tels

que des modeles fromagers (Lauverjat et al., 2009b).
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En bouche, le produit est, en réalité, déstructuré et la libération des composés d’ardme dépend
plus de la texture du produit qui les contient que de I’effet séparé de chacun des constituants.
Enfin, I’effet des lipides sur la libération in vivo ou sur la perception est souvent plus faible
que ce qui peut étre prédit par 1I’é¢tude des propriétés de partage et de diffusion des composés

d’aréme (Doyen et al., 2001 ; Malone et al., 2003b).

d. Effet du NaCl sur la libération in vivo des composés d’arome

L’effet « salting out » du sel, observé sur le partage des composés d’arome, peut ¢galement
avoir lieu en bouche. Sur un méme modele fromager, il a été montré que le temps pour
atteindre 1’intensité maximale de libération des composés d’arome était du méme ordre de
grandeur que celui nécessaire pour atteindre 1’intensité maximale de libération du sel
(Pionnier et al., 2004a ; Pionnier et al., 2004b). Le sel et les composés d’ardme sont donc
libérés simultanément et atteignent un maximum en méme temps, probablement apres la
déglutition. Parfois, aucun effet du sel sur la libération in vivo de composés d’arome ne peut
étre mis en évidence (Lauverjat et al., 2009b), alors que le NaCl affecte les propriétés de

partage des composés d’arome.

Comme nous I’avons mentionné dans le paragraphe sur I’effet des lipides, la libération des
composés d’arome dépend plus de la texture du produit qui les contient que de 1’effet
individuel de chacun des constituants. Ainsi, le paragraphe suivant décrit I’effet de la texture

et de la structure sur la libération in vivo des composés d’arome.

e. Effet de la texture et de la structure sur la libération in vivo des
composés d’arome

Sur des gels peu visqueux non mastiqués (de type yaourt par exemple), I’effet de la viscosité
et de la fermeté est comparable a ce qui a pu étre déterminé par I’étude des coefficients de
partage et de diffusion : la viscosité et la fermeté, qui diminuaient le partage et la diffusion,
diminuent également la libération in vivo des composés d’ardme (Baek et al., 1999 ; Saint-
Eve et al., 2006a). La libération maximale est atteinte plus tard quand les gels sont plus
structurés (Déléris, L. et al., 2011), et la perception aromatique associée est réduite (Saint-Eve
et al.,2006a).

Pour des gels plus visqueux (Boland ef al., 2006), ou des produits nécessitant d’étre
mastiqués, tels que des modeles fromagers (Gierczynski et al., 2007 ; Tarrega et al., 2008),

I’effet s’inverse, avec une libération des composés d’ardme plus rapide et plus importante
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lorsque la fermeté des produits augmente. Nous verrons dans le paragraphe suivant que la
mastication peut expliquer ces différences, révélant parfois des effets de la texture qui
n’avaient pas pu étre mis en évidence par les études des coefficients de partage et de diffusion

(Le Guen & Vreeker, 2003).

Par ailleurs, certains auteurs n’ont observé aucun effet de la texture sur la libération de
composés d’arome dans des crémes dessert (Lethuaut er al., 2004) ou dans des gels
(Hollowood et al., 2002 ; Weel et al., 2002), mais ces ¢tudes ont utilisé des protocoles de
dégustation imposés (durée, mastication), qui peuvent gommer les effets de texture des

aliments.

De facon générale, la microstructure modifie la libération des composés d’ardme de manicre
indirecte, par son action sur la texture (Gierczynski ef al., 2011), qui influence a son tour la

mastication puis la libération des composés d’arome.

Afin d’aller plus loin dans la compréhension de la libération des composés d’arome, il est
important de ne pas considérer seulement I’aliment (composition, texture) mais aussi les
processus qui ont lieu en bouche et qui influencent la dynamique de libération des composés

d’ardme.

f. Effet de la physiologie orale sur la libération in vivo des composés
d’arome

En bouche, le produit subit différentes transformations avant d’étre avalé¢ : mastication,
dilution par la salive, dégradation préliminaire par les composants de la salive, changement de
température (Salles et al., 2011a). La libération des composés d’ardme présente de grandes
différences entre individus (Gierczynski et al., 2008 ; Repoux et al., 2011), que ce soit au
niveau du profil de libération ou en terme de quantités libérées. Ces différences peuvent étre
expliquées par les parameétres de physiologie orale, tels que la salivation, la mastication, la
déglutition (Pionnier et al., 2004a) ou les variations du volume de la cavité buccale
(Mishellany-Dutour et al., 2012). De plus, le protocole de consommation influence également

les résultats de libération obtenus (Déléris, 1. et al., 2011).
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i. Role de la mastication sur la libération in vivo des composés

d’arome
Dans le cas de produits qui nécessitent d’étre mastiqués avant d’étre avalés, la mastication
détermine la libération des composés d’ardme : en reégle générale, une augmentation des
parameétres d’activité masticatoire induit une augmentation de la libération des composés
d’ardme (Buettner & Schieberle, 2000a). Cela a déja été¢ montré sur de nombreux produits
alimentaires, tels que des confiseries (Blissett et al., 2006), des chewing-gums (Haahr ef al.,
2004), des gels de pectine (Hansson et al., 2003), mais aussi des haricots rouges (van Ruth e?
al., 2004), des bananes (Mayr et al., 2003) et des mod¢les fromagers (Pionnier et al., 2004a ;
Repoux et al, 2012b ; Tarrega et al, 2008). Dans le cas des modéles fromagers,
I’augmentation des paramétres d’activité masticatoire est due a une plus grande fermeté des
produits, soit par augmentation de la teneur en matiére séche, soit par augmentation de la

teneur en protéines.

En réalité, lors de la consommation d’un aliment, la mastication s’adapte aux caractéristiques
du produit consommé (Mioche et al., 2003 ; Yven et al., 2012). Chaque individu adopte une
stratégie de mastication qui détermine ensuite les caractéristiques du bol alimentaire prét a
étre avalé. Trés souvent, la durée de mastication est le principal paramétre d’adaptation,
devant ’amplitude de contraction des muscles masticatoires (Yven et al., 2012). De manicre
générale, un produit plus ferme est mastiqué plus longtemps et plus intensément qu’un produit
moins ferme. L’activité musculaire des muscles impliqués dans la mastication peut étre
¢tudi¢e, pendant tout le processus de mastication, par la technique d’électromyographie
(EMG). Cette technique permet ainsi de montrer que la texture des aliments influence la
mastication (Horio & Kawamura, 1989). Les paramétres EMG permettent de mieux prédire
les caractéristiques sensorielles texturales des produits que les mesures mécaniques (Gonzalez
et al., 2001). On notera que le phénomene de mastication peut aussi €tre approché en

conditions in vitro, a I’aide de simulateur de mastication (Salles, 2007).

Lors de la mastication, la salivation augmente également (Anderson & Hector, 1987 ;
Neyraud et al., 2003), ce qui fait de la salive un élément important, a considérer dans 1’étude

de la physiologie orale.
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ii. Rolede la salive sur la libération in vivo des composés d arome

La salive peut affecter la libération des composés d’ardme de plusieurs fagons : dilution des
composés d’arome par le flux salivaire (Hansson et al.,, 2003 ; Odake et al., 1998),
interactions des constituants salivaires avec les composés d’ardme (Friel & Taylor, 2001 ;
Hussein et al., 1983), activité enzymatique, et capacités tampon (Roberts & Acree, 1995). Elle
peut aussi affecter la dégradation d’un aliment, par exemple en modifiant la fonte en bouche
de pastilles de menthe, et en affectant donc la libération de 1’arome menthone (Repoux et al.,
2011). Des pastilles plus dégradées par la salive libérent plus d’arome. La concentration en
protéines de la salive est une des causes des différences de dégradation en bouche. Les
protéines salivaires ont, en effet, leur importance dans la libération des composés d’ardme.
Lors de la consommation de vin, la salive diminue la libération des composés d’arome, du fait
des interactions entre les protéines salivaires et les composés d’arome (Genovese ef al., 2009).
Plus spécifiquement, les mucines (protéines salivaires) peuvent interagir avec les composés
d’arome par des liaisons hydrophobes (Friel & Taylor, 2001 ; van Ruth & Roozen, 2000) et
donc modifier leur libération. D’autres types de protéines salivaires peuvent également
intervenir indirectement, comme les amylases et les lipases, par la dégradation partielle de
I’amidon et des lipides présents dans les aliments (Boelrijk et al., 2006 ; Pedersen et al.,
2002). Ces protéines favorisent ainsi la libération des molécules de la saveur (Ferry et al.,
2006) et, tres vraisemblablement des molécules d’ardme. L’action des lipases peut également
générer de nouveaux composés d’ardme car on sait, par exemple, que 1’hydrolyse des lipides
des produits laitiers peut conduire a la production de divers composés volatils (Spinnler,
2011). Les produits des réactions entre protéines salivaires et composés d’ardme peuvent a

leur tour affecter la libération des composés d’arome (Salles et al., 2011a).

Les parametres salivaires (flux et fréquence) influencent également la libération des composés
d’arbme, comme cela a pu étre mis en évidence en conditions artificielles (Boland et al.,
2004 ; van Ruth et al., 2001). Les variations de libération des composés d’ardome, en fonction
des parameétres salivaires, sont dépendantes du caractére hydrophobe des composés et des
caractéristiques physico-chimiques de I’aliment. En conditions de consommation, les résultats
peuvent étre différents. Sur du vin, les dégustateurs ayant un faible flux salivaire atteignent le
maximum d’intensité aromatique plus tard que ceux ayant un flux salivaire élevé (Noble,
1995). Ceci a également été prouvé sur des émulsions (Mialon & Ebeler, 1997), tout en

mentionnant que les corrélations dépendaient des composés étudiés.
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Sur des produits solides, il est plus difficile de mettre en évidence un effet des parametres
salivaires et, par exemple, Pionnier et al. (2004a) et Tarrega et al. (2011) n’ont mis en
évidence aucun effet du flux salivaire sur la libération de composés d’ardme lors de la
consommation de modeles fromagers. En revanche, la quantité de salive incorporée dans le
bol alimentaire dépend de la texture et du ratio lipides/protéines. Les modéles fromagers les
plus fermes (ratio lipides/protéines le plus faible) sont ceux qui incorporent le plus de salive
lors de la mastication. Cette constatation a été confirmée par les travaux de Repoux et al.
(2012b) qui ont montré une diminution du pourcentage de salive incorporée quand la teneur
en lipides diminuait. Ces constatations sont intéressantes d’un point de vue de la libération des
composés d’arome car il a été montré que le coefficient de transfert de masse du propanoate
d’¢éthyle, dans un bol alimentaire, dépendait a la fois de la dilution par la salive et de la
fermeté des produits (Doyennette et al., 2011). De plus, les coefficients de partage (air/bol
alimentaire) de composés d’ardme sont plus élevés lorsque le bol alimentaire contient plus de
salive (diminution des parametres de texture des bols par incorporation de salive) (Doyennette

etal.,2011).

Pour terminer 1’étude des parameétres influengant la libération in vivo des composés d’ardme,

nous présentons ’effet de la déglutition dans le paragraphe suivant.

iii. Role de la deéglutition sur la libération in vivo des composés

d’arome
Pour la majorité des personnes, aucun gaz n’est transmis de la cavité orale a la cavité nasale,
tant que la barriere formée par la langue et le velum n’a pas bougé, soit par déglutition, soit
par de vigoureux mouvements de la langue ou de la bouche (Buettner & Schieberle, 2000b).
Ainsi, la libération des composés d’ardme est bloquée par cette barriere naturelle. Les
variations intra- et inter-individuelles présentes lors des mesures de libération d’arome
proviennent de différences dans les profils de respiration, de flux salivaire, de mastication et
de déglutition (Pionnier et al., 2004a). Bien que les aromes soient principalement libérés apres
déglutition, des pulses de libération peuvent survenir lors de la mastication, avant déglutition,
sans étre pour autant associés a des déglutitions (Hodgson et al., 2003 ; Tarrega et al., 2011).
Les pulses sont associés aux différents coups de dent, au cours desquels 1’air, chargé de
composés d’ardme, serait pompé hors de la bouche vers la gorge, ou il se joindrait a ’air

expiré (Hodgson et al., 2003).
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Sur la Figure 3 (extraite de Boelrijk er al. (2006)), trois profils de libération se distinguent
clairement lors de la consommation de produits laitiers liquides (déglutition imposée a
20 secondes) : un groupe dont le pic de libération survient pendant la phase initiale de
mastication, un 2° groupe dont la libération commence dés la mastication mais qui atteint un
pic aprés déglutition, et un 3° groupe qui ne libére pas d’ardme avant la déglutition mais
seulement apres.
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Figure 3 : Trois profils typiques de courbes de libération de I'hexanal de produits laitiers

Dans la plupart des cas, la quantité et 1’intensité d’arome libéré sont plus importantes apres
déglutition qu’avant déglutition (Lauverjat et al., 2009b ; Repoux et al., 2012b ; Tarrega et
al., 2008). Malgré I’existence de plusieurs profils de libération, le cas le plus fréquent consiste
en une intensit¢ maximale de libération atteinte apres la premicre déglutition (Boland et al.,

2006 ; Gierczynski et al., 2007 ; Hansson ef al., 2003).

Lors de la déglutition, I’air expiré associ¢ (« swallow breath ») est expulsé vers la cavité
nasale (Buettner et al., 2001). Plusieurs hypotheses concernent le pic de libération d’ardme
initial qui suit immédiatement la premiére déglutition : soit il est associé¢ au transfert d’air
depuis la bouche (Linforth er al., 2003), soit la déglutition a provoqué une augmentation

transitoire du transfert de masse interfacial, du fait d’une plus grande turbulence (Wright et

al., 2003).
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Le déclenchement de la déglutition dépend de la taille des particules de I’aliment déstructuré
en bouche, du degré de lubrification, et de la cohésion du bol, qui permet d’avaler sans danger
(Prinz & Lucas, 1997). Apres la déglutition, un film de salive (ou plus précisément un
mélange de salive et d’aliment) peut rester présent sur la muqueuse pharyngale et participer a
la libération des aromes (de Loubens et al., 2010). Pour les liquides, la libération d’arome qui
a lieu pendant la seconde expiration et les suivantes est supposée avoir lieu depuis ce fin film
resté sur la surface du pharynx apres déglutition (Linforth ez al., 2003 ; Normand et al., 2004 ;
Wright et al., 2003). Pendant I’expiration, les composés d’ardme présents dans ce film sont
exposés a d’importants flux d’air, ce qui résulte en une libération fortement contrdlée
cinétiquement. Ceci explique pourquoi les concentrations en ardme sont plus faibles a partir
de la deuxiéme expiration et pourquoi cette différence est plus prononcée pour les composés
d’arome les plus volatils. Enfin, dans des boissons, la libération plus tardive de certains
composés d’arome est fortement controlée par leurs propriétés de diffusion, et la libération
persistante de certains composés est plutdt dépendante du transfert de masse (Linforth ef al.,

2002).

Bien que la mobilité ou la libération des composés de flaveur soient souvent mises en
regard avec la perception de la flaveur (Boland e al., 2006 ; Déléris, 1. et al., 2011 ;
Gierczynski et al., 2008 ; Lauverjat et al., 2009b ; Leclercq & Blancher, 2012 ; Mestres ef
al., 2005 ; Overington et al., 2010 ; Saint-Eve et al., 2006a ; Weel et al., 2002), les données
de libération in vivo des composés d’arome ne sont pas exactement prédictives de la
perception aromatique, comme cela a pu étre montré sur des bonbons gélifiés (Leclercq
& Blancher, 2012). En effet, la perception est un phénomene intégratif,
multidimensionnel qui va au-dela de la simple perception quantitative de composés
d’arome. Il est donc pertinent de s’intéresser aux effets des constituants des produits sur
la perception. La perception aromatique, mais aussi la perception salée seront abordées

dans le chapitre suivant.
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V. Perception de la flaveur des aliments
Dans ce chapitre, nous présenterons successivement la perception du sel et la perception des
compos¢s d’ardme, en décrivant les facteurs les influencant. Ensuite, les interactions

perceptives multimodales entre ces deux perceptions seront détaillées.

1. Perception du sel en situation de consommation

Dans ce paragraphe, nous présenterons, tout d’abord, le mécanisme de perception de la saveur
salée, puis nous décrirons I’effet de la composition et de la texture des aliments sur la
perception salée.

a. La perception de la saveur salée

Les composés responsables de la saveur sont libérés en bouche lors de la consommation
d’aliments et sont détectés par de petites cellules bipolaires, regroupées de fagon dense dans
des bourgeons gustatifs localisés sur la langue, le palais et le pharynx. Sur la langue, les
bourgeons sont portés par les papilles. Les poles apicaux des cellules gustatives possédent des
microvillosités qui sont en contact avec la cavité orale. Trois classes de papilles se distinguent
par leur morphologie et leur localisation : les papilles filiformes, fongiformes, foliées (ou
coralliformes), et circumvallées (ou caliciformes). Contrairement aux cellules olfactives, les
cellules gustatives ne sont pas des neurones (Holley, 2006). Au contact d’un composé de la
saveur, des récepteurs situés sur les microvillosités des cellules gustatives déclenchent des
réactions intracellulaires qui activent les synapses et provoquent I’excitation des fibres
nerveuses afférentes. Deux sortes de processus ont lieu lors de la réception des saveurs : les
saveurs acide et salée sont provoquées par des especes ioniques détectées par des canaux
ioniques, alors que les saveurs sucrée, amere et umami impliquent I’activation de récepteurs
couplés a des protéines G, appartenant a la méme super famille de récepteurs que ceux

comprenant les récepteurs olfactifs (Holley, 2006).

b. Effet de la composition et de la texture des matrices alimentaires sur la
perception salée

i.  Effet de la composition sur la perception salée

De fagon générale, la teneur en matiere grasse affecte la perception salée, puisqu’une
augmentation de cette teneur conduit a une augmentation de la perception salée, que ce soit
dans des émulsions simples (Malone et al., 2003b), dans des produits laitiers gélifiés

(Panouillé et al., 2012), dans des spécialités fromageres (Wendin et al., 2000) ou dans des
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modeles fromagers (Lawrence ef al., 2012 ; Phan ef al., 2008). L’effet des protéines est, quant
a lui, inverse de celui de la matiére grasse. La perception salée des produits diminue lorsque la
teneur en protéines augmente, comme c’est le cas, par exemple, dans des produits laitiers
gélifiés (Panouillé ef al., 2012). Cette diminution de perception salée en présence de protéines
peut étre attribuée 4 la liaison des ions Na" avec les protéines. En ce sens, Rosett et al. (1997)
ont observé que la liaison d’ions Na" avec des caséines diminue la perception salée dans des
soupes de tomate. Cette diminution de perception est attribuée au fait que les ions Na', qui
sont liés aux caséines, ne participent pas a la perception salée. Similairement, il a ét¢ montré
que le gluten pouvait lier le sodium dans du pain, rendant le sodium indisponible pour la
réception de la saveur salée (Keast et al., 2004). Par ailleurs, la présence de lactose, dans du
lait, peut également masquer la perception salée du sel ajouté, en la compensant par une

perception sucrée (Rosett ez al., 1997).

La perception salée peut aussi €tre expliquée, parfois, par la libération du sel en bouche, pour
la consommation de produits tels que des chips de pommes de terre ou des gommes salées
(Neyraud et al., 2003 ; Tian & Fisk, 2012). Dans d’autres cas, la perception salée n’est pas
influencée par les mémes parameétres que la libération du sel en bouche, laissant suggérer des
interactions perceptives dans les produits considérés (Lawrence et al., 2012 ; Phan et al.,

2008).

ii.  Effet de la texture sur la perception salée

Dans des solutions dans lesquelles la concentration en biopolymeéres augmente, la perception
d’aromes et de saveurs est plus faible, du fait de I’augmentation de viscosit¢ (Baines &
Morris, 1987). Ceci a été confirmé sur des produits laitiers, avec une diminution de perception
salée pour des produits plus gélifiés, moins liquides (Panouillé et al., 2011). Sur des produits
plus fermes, la densité peut également affecter la perception salée. Un pain plus dense est, par
exemple, percu moins sal¢ (Panouillé et al., 2012), alors que la densité¢ n’affecte pas la
libération du sel en bouche. En terme de dynamique de perception, des mesures de dominance
temporelle des sensations (DTS) ont montré que la sensation salée est plutot percue a la fin de
la consommation du pain. Enfin, la surface de contact entre 1’aliment mastiqué et la salive
peut, par son augmentation, stimuler plus de récepteurs gustatifs et induire une augmentation

de I’intensité salée pergue (Malone et al., 2003a ; Malone et al., 2003b).
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Certains auteurs suggerent que la matiere grasse formerait un film sur les muqueuses (langue
et palais) qui limiterait le contact entre les récepteurs gustatifs linguaux et le sel (Lynch et al.,
1993 ; Phan et al., 2008), mais les ions sodium seraient capables de pénétrer ce film lipidique
sur la langue et d’atteindre les récepteurs gustatifs, du fait de leur petite taille, et malgré les

interactions des acides gras avec la muqueuse (Mattes, 2007 ; Valentova & Pokorny, 1998).

Apres avoir précisé les facteurs influengant la perception salée, nous allons désormais nous

intéresser aux facteurs affectant la perception aromatique.

2. Perception des composés d’aréme en situation de consommation

a. Effet de la composition des matrices alimentaires sur la perception des
aromes

Tout d’abord, la matieére grasse influence la perception aromatique des produits laitiers. En
effet, une augmentation de la teneur en matieére grasse conduit a une diminution de la
perception de la note aromatique « fromage bleu » dans des modeles fromagers (Saint-Eve et
al., 2009) et a une augmentation de la perception de la note « beurre » dans des spécialités
fromageres (Saint-Eve ef al., 2009). Ces différences peuvent étre dues a la nature des
composés d’arome considérés dans les deux cas (heptan-2-one et diacétyle). Dans des
modeles fromagers, la teneur en matiere séche ne semble pas modifier la perception
aromatique, alors que cet effet était trés présent sur la libération in vivo des composés d’arome

associés.

b. Effet de la texture des matrices alimentaires sur la perception des
aromes

La perception aromatique ne provient pas seulement des interactions physico-chimiques entre
la matrice alimentaire et les composés d’arome puisque, a coefficient de partage air/produit
constants, un changement de viscosité ou de niveau de sucre dans des crémes dessert conduit
a des perceptions aromatiques différentes (Lethuaut et al., 2005). L’effet de la texture sur la
perception aromatique a été étudié¢ sur des yaourts, montrant que des yaourts peu visqueux
¢taient pergus plus intenses en ardme fraise que des yaourts plus visqueux (Saint-Eve ef al.,
2006b). Plusieurs autres études ont montré que 1’augmentation de la teneur en différents
agents de texture diminuait 1’intensité aromatique de matrices gélifiées (Boland et al., 2006 ;
Juteau et al., 2004 ; Kaélvidinen et al., 2000). La texture influence donc la perception
aromatique mais, a I’inverse, la nature de 1’arome peut aussi influencer la perception de la
texture : des yaourts présentant des notes beurre et noix de coco sont percus comme épais et
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collants alors que des yaourts présentant des notes pomme verte et amande sont percus plutot

comme lisses et fluides (Saint-Eve et al., 2004).

La microstructure peut également modifier la perception aromatique, notamment par I’effet de
la taille des gouttelettes lipidique dans des émulsions de type vinaigrette (Charles et al.,
2000). Sur cette matrice, les auteurs ont montré qu’une augmentation de la taille des
gouttelettes lipidiques entraine une diminution de la perception des notes moutarde, ceuf et
beurre alors qu’elle entraine une augmentation de I’odeur de citron. Ces différences ont été
attribuées a I’hydrophobicité¢ des composés d’arome a I’origine de ces perceptions. Enfin, la
texture et la microstructure influencent la salivation et la mastication, avec la déstructuration
du produit en bouche. Ces deux parametres sont des facteurs importants dans la perception

des composés d’ardme (Burdach & Doty, 1987).

Aprées avoir décrit la perception salée et la perception aromatique, nous nous intéresserons,

dans le paragraphe suivant, aux interactions entre ces deux perceptions.

3. Interactions entre la perception des composés d’arome et la perception salée
De nombreuses études ont mis en évidence l’existence d’interactions cognitives entre les
perceptions d’aromes et de saveurs (Salles, 2006 ; Valentin et al., 2006). Kubickova &
Grosch (1998) et Le Quéré & Salles (2001) ont étudié les composés responsables des aromes
et ceux responsables de la saveur dans du Camembert et des fromages de Chevre. Ces deux
¢tudes concluent que ce sont essentiellement les composés de faibles poids moléculaires qui
participent a la saveur, alors que la fraction hydrosoluble est la plus représentative des ardmes
typiques. L’effet du NaCl en tant qu’exhausteur de golt a souvent été démontré, par exemple
dans des mod¢les fromagers, avec une augmentation de la perception globale d’ardme suite a

une augmentation de la teneur en sel (Saint-Eve et al., 2009).

Cependant, les interactions ardme-saveur en bouche sont trés dépendantes du couple
arome/saveur étudi¢ (Noble, 1996). Par exemple, I’ardme ail augmente la perception salée de
solutions épaissies (Cook et al., 2003), tout comme le font les ardmes sardine, bacon, anchois
cacahuete, thon et roquefort (Lawrence ef al., 2009). Par ailleurs, I’olfaction rétronasale et la
perception des saveurs sont des processus concomitants, ce qui explique que des interactions
puissent aussi avoir lieu entre ces deux phénomenes. En effet, la perception salée peut étre
affectée par la perception olfactive, du fait d’interactions multimodales entre sens (Djordjevic
et al., 2004 ; Lawrence et al., 2009 ; Lim & Johnson, 2012 ; Nasri ef al., 2011).
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Par exemple, la congruence de I’odeur de jambon et de 1’odeur de sardine avec la perception
salée a été¢ démontrée dans des solutions aqueuses (Lawrence et al., 2009), tout comme celle
de I’odeur de la sauce soja avec la perception salée (Djordjevic et al., 2004). Néanmoins, ces
effets dépendent de la concentration en sel des solutions. La perception salée de solutions
faiblement ou moyennement salées (0,01 ou 0,02 M NaCl), augmente significativement quand
les sujets percoivent simultanément 1’odeur de sardine (congruente de la saveur salée), mais
cette augmentation de perception salée n’a pas lieu pour les solutions fortement salées
(0,04 M NaCl) (Nasri et al., 2011). Ces résultats ont été étendus a des produits fromagers,
montrant la validité des interactions multimodales entre odeurs et saveurs congruentes
(Lawrence et al., 2011). En effet, des odeurs de Comté et de sardine induisent une
augmentation de la perception salée des produits, évoquant ainsi une stratégie intéressante de
compensation des pertes sensorielles dans les produits a teneur réduite en sel. On peut
¢galement noter que les phénols (composés responsables de la fumée) amplifie la perception

salée dans des saumons fumés (Foucat et al., 2004a).

Des interactions peuvent aussi avoir lieu entre la saveur salée (sodium), la saveur sucrée
(saccharose) et la saveur amere (urée) (Breslin & Beauchamp, 1997). La perception amere
disparait et la perception sucrée augmente lorsque du sodium est ajouté a un mélange sucre-
urée. Les interactions entre perception des saveurs ont lieu au niveau cognitif. Ces résultats
sont dans la méme lignée que ceux de Gillette (1985) qui suggere que I’addition de NaCl a
des soupes diminue I’amertume et augmente la perception sucrée. De plus, la perception salée
augmente avec l’ajout d’acide dans du pain (Hellemann, 1992) et la perception acide est

influencée par la concentration en sel dans des fromages (Stampanoni & Noble, 1991).

Plus marginalement, des interactions entre sensations trigéminales et saveur ont é¢galement été
¢tudi¢es. De la capsaicine a ét€¢ appliquée sur un coté de la langue puis des composés de
saveur ont été appliqués de fagon bilatérale (Simons et al., 2003). L’intensité sucrée due au
saccharose, I’intensit¢é amere due a la quinine et I’intensit¢é umami due au glutamate de
sodium étaient notées plus faiblement sur la partie de la langue traitée avec de la capsaicine,

évoquant ainsi une suppression de la transmission centrale des saveurs par la capsaicine.

Enfin, il existe aussi des interactions entre perception de texture et perception de la flaveur.

Mais la perception de la texture est complexe, comme I’explique ce dernier paragraphe.
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4. Quelques informations sur la perception de la texture

La perception de la texture en bouche est un processus dynamique qui a lieu lors du
maniement de 1’aliment. Un mod¢le a 3 dimensions peut étre appliqué pour modéliser ce
maniement, en incluant le « degré de structure », le « degré de lubrification » et le « temps ».
Alors que chaque aliment subit des changements en bouche, il suit sa propre « trajectoire de

déstructuration », a travers ces 3 dimensions (Hutchings & Lillford, 1988).

En particulier, les lipides jouent un rdle clé dans la modification de la perception des aliments
(Ollivon, 2006): sensation en bouche, apparence (brillance, couleur, opacité), structure,
texture (consistance), transfert de chaleur (profil de fonte) et effet non sensoriels (satiété). Les
lipides peuvent ensuite influencer la perception des saveurs et des composés d’ardme
(Spinnler, 2011). Mais, en réalité, la perception de la texture est complexe ; les propriétés
tactiles (géométrie, sensation en bouche, douceur, sensation sableuse, propriétés d’humidité)
et kinesthésiques (propriétés mécaniques, fermeté, cohésion, souplesse) sont évaluées en
bouche (Meilgaard et al., 1991). 1l est donc difficile d’établir une relation causale entre

mesures mécaniques de la texture (rthéologie) et perception de la texture (van Vliet, 2002).

Dans certains cas, la perception de la texture peut avoir un effet suppresseur de la perception
de la flaveur (Mestres et al., 2005 ; Weel et al., 2002). Cette interaction peut s’expliquer par
le fait que les sujets se focalisent plutot sur la perception de la texture que sur la perception de

la flaveur lors de la notation (Gierczynski et al., 2008).

91



VI. Conclusion sur la synthése bibliographique et démarche adoptée

Cette synthese bibliographique montre que la mobilité, la libération et la perception du sel
(NaCl) et des composés d’arome dépendent des caractéristiques du produit (composition,
texture, structure) et de 1’approche réalisée. Des techniques de mesures in vitro permettent
d’étudier les interactions entre les constituants des produits et les composés étudiés, mais les
mesures in vivo sont nécessaires pour mieux comprendre tous les mécanismes intervenant
dans la libération des composés lors de la consommation. En effet, les paramétres
physiologiques des individus influencent également les mécanismes de libération du NaCl et
des composés d’arome. L’apport de la littérature permet d’enrichir la compréhension des
mécanismes de mobilité et de libération du NaCl mais ces données ont été¢ obtenues sur des
matrices alimentaires trés diversifiées, ce qui peut expliquer des résultats parfois

contradictoires.

L’intérét de ce projet de thése est de mener une approche intégrative sur un seul type
d’aliment : les modeles fromagers. Du niveau moléculaire au niveau macroscopique, la
mobilité, la libération et la perception du NaCl et des composés d’ardme vont étre étudiées.
Concernant le NaCl, les apports de la RMN du sodium vont pouvoir étre comparés aux
coefficients de partage du sodium, a la libération des ions Na" (dans I’eau et dans la salive), et
a la perception salée des modeles fromagers. Pour les composés d’arome, les données de
libération in vitro et in vivo pourront étre comparées a la perception des modeles fromagers.
Tous ces résultats seront comparés entre eux et également mis en regard de la composition, de

la microstructure et de la texture des modeles fromagers.

Ce type d’approche est basé sur I’hypothése de travail suivante: La composition des
modeles fromagers influence la mobilité du sodium et des composés d’aréme, les stimuli
en bouche et la perception de la flaveur. Pour réaliser ce travail, un modele fromager
(matrice lipoprotéique) a €té choisi comme produit d’étude : des variations de composition
(ratio lipides/protéines et teneur en NaCl) permettent d’obtenir six produits de structures et de

textures différentes.

Dans un premier temps, la mobilité et la libération du sodium ont été étudiées en fonction
de la composition, de la structure et de la texture des modéeles fromagers. Cette étude a été

réalisée avec deux approches :
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- par RMN du sodium, par I’é¢tude des coefficients de partage (eau/modele fromager) ou

I’étude de la cinétique de libération des ions sodium en phase aqueuse.

- Par I’étude de la libération du sodium en conditions in vivo, dans la salive, lors de la

consommation de modeles fromagers par des sujets.

Dans un deuxiéme temps, la libération des composés d’arome a été étudiée in vivo, dans la

cavité nasale, lors de la consommation de modéles fromagers par des sujets.

Enfin, la perception du NaCl et des composés d’arome a ¢té ¢tudi¢e par 1’analyse des

caractéristiques sensorielles des modeles fromagers.
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MATERIELS ET METHODES
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I. Mise au point et formulation des modéles fromagers

1. Mise au point des modéles fromagers

Des modeles fromagers ont €té choisis comme aliment support pour cette étude car ce sont
des produits facilement réalisables en laboratoire et dont le processus de fabrication est

enticrement maitrisé. En effet, tous les paramétres sont connus et contrdlables.

a. Essais préliminaires

Deux des mode¢les fromagers mentionnés dans les travaux de Tarrega et al. (2008) ont été
utilisés pour effectuer des essais préliminaires de faisabilité des techniques (modeles n° 2 et
n° 6, correspondant respectivement a des ratios lipides/protéines de 0,5 et 1 pour une vitesse
de mélange de 2000 tour.min™). A partir de ces deux modéles, six modéles fromagers ont
ensuite été formulés, avec trois ratios lipides/protéines (0,5 ; 0,75 et 1) et deux niveaux de sel

(sans NaCl ajouté, ou avec 1 % de NaCl ajouté).

Sur ces six modeles fromagers, des mesures de coefficient de partage eau/modele fromager et
des expérimentations préliminaires de résonance magnétique nucléaire du sodium (RMN
»Na) ont été effectuées (Andriot et al., 2010 ; Andriot, I. et al., 2011). Les techniques
utilisées sont détaillées plus loin au sein du chapitre « Matériels et méthodes » et les résultats
sont présentés dans I’article de Andriot, I. et al. (2011) (Annexe 1). Ces expérimentations
préliminaires ont montré la fiabilit¢ de la quantification du sodium par RMN, ainsi que la
faisabilité de 1’¢étude de la mobilité des ions sodium dans les mod¢les fromagers. La faisabilité
d’application des deux techniques étant démontrée, il a été décidé d’étudier la microstructure
des mod¢les fromagers, afin de mieux comprendre les interactions qui pouvaient avoir lieu
entre la matrice et le sodium. Ainsi, des observations en microscopie confocale ont été
réalisées (méthode expliquée ultérieurement) a ’'UMR STLO (Science et Technologie du Lait
et de I’(Euf) du centre INRA de Rennes. Un exemple de cliché obtenu est présenté sur la
Figure 4. Les zones protéiques apparaissent en vert, alors que les zones lipidiques (globules
gras) apparaissent en rouge (cf. coloration des constituants en microscopie confocale, au

paragraphe 5.b.).
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Figure 4 : Observation par microscopie confocale d’un premier type de modele
fromager (ratio lipides/protéines de 1 et sans NaCl ajouté).

La phase protéique est représentée en vert sur le cliché, et la phase lipidique en rouge.
La Figure 4 met en évidence 1I’inhomogénéité¢ de la microstructure. En effet, des agrégats
protéiques sont présents (zones vertes de taille plus importante), alors que la matiére grasse
est plutot dispersée sous la forme de petits globules gras dans le reste de la matrice. Les
agrégats protéiques sont le signe d’une mauvaise homogénéisation du mélange lors de la
fabrication. Ce phénomeéne a déja été observé par d’autres auteurs sur des modeles fromagers

(Floury et al., 2009a).

Suite a ces observations, il a ét¢ décidé de procéder a une reformulation des modeles
fromagers, afin d’obtenir une formulation dont la microstructure soit homogene (globules gras
répartis de facon homogeéne dans une matrice protéique). L’objectif d’homogénéité est
nécessaire pour 1’étude de la mobilité de petits solutés (sodium, composés d’ardme) dans une

matrice.

b. Optimisation de la formulation des modéles fromagers

Différents paramétres ont donc ¢ét¢ modifiés afin d’obtenir une composition optimale
permettant a la fois une variation de la teneur en gras et en sel, mais permettant également
I’obtention de modéles fromagers structurellement homogenes. Les principales modifications

ont concerné :

- La composition, et notamment les caséines utilisées.
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Un mélange caséine présure/caséine acide a donc été choisi afin d’étre dans des conditions
favorables a I’obtention d’une structure homogéne. Le ratio caséine acide/caséine présure a

¢été maintenu constant pour toutes les formulations, a savoir :

masse caséine acide

— - = 0,25
Masse caseing présure

- Les parameétres de fabrication : température, vitesse d’agitation.

En effet, outre les ingrédients, la température de fabrication et la vitesse de mélange peuvent
influencer la structure et donc I’homogénéité de matrices fromageres. Dans notre cas, en
partant du protocole du fabrication proposé par Tarrega et al. (2008), qui correspondait a une
fabrication de modeles fromagers a 65°C et a une vitesse de mélange de 700 a
2000 tour.min’! (R3VV, Robot Coupe, Montceau-les-Mines, France), nous avons choisi des
parametres plus élevés afin de favoriser I’homogénéisation, tout en restant dans les limites
imposées par le matériel. Les fabrications ont donc été produites a 75 °C et mélangées a la

vitesse de 2500 tour.min™.

2. Ingrédients

Les ingrédients utilisés pour la formulation des modeles fromagers sont les suivants :

- Caséine présure (Eurial Poitouraine, Nantes, France)

- Caséine acide (BBA Lactalis, France)

- Eau déminéralisée : eau Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA)

- Matiére grasse laitiere anhydre : MGLA, point de fusion 32 °C (Cormans, Goe-Limbourg,
Belgique)

- Acide citrique (Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne)

- Sel : NaCl (Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne)

- Sels de fonte : Kasomel 2185 (Prayon, Europhos, Engis, Belgique)

- Solution aromatique (voir détails plus loin).

Les sels de fonte utilisés correspondent au produit Kasomel 2185 (Prayon). Ce produit est un
mélange de trois sels :

- Citrates trisodiques (E 331)

- Orthophosphates de sodium (E339)

- Polyphosphates de sodium (E 452).
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Les proportions en ces trois composés ne nous ont pas ¢été communiquées par le fabricant,
mais les teneurs en minéraux ont pu étre obtenues, et notamment la teneur en sodium : 24,7 %

de sodium dans le Kasomel 218&5.

La solution de composés d’arome (solution aromatique) a été préparée dans du
propyléneglycol (Cooper, Melun, France). L’ensemble des composés d’ardme est de qualité
alimentaire (« food grade») et provient du fournisseur Sigma-Aldrich (Steinheim,
Allemagne). Un gramme de solution a été ajouté par kilogramme de modele fromager
préparé. Cette solution a été congue pour donner une note “fromage” aux modeles fromagers
(Tarrega et al., 2008). Les caractéristiques des composés, ainsi que les concentrations utilisées

sont listées dans le Tableau 4 page suivante.
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Tableau 4 : Caractéristiques et concentrations des composés d’arome utilisés dans les modéles fromagers

Composés d’aréme

Formule brute

Structure
chimique
Classe
chimique
N° CAS

Masse molaire
(g.mol™)

logP*
H (Pa.m’.mol™) b

odeur

Concentration ¢
(g/kg solution)

Acide
butanoique

C4H302

\/\r/fo

OH

acide
carboxylique

107-92-6
88,11

0,79
3,7.10°

beurre rance

9,8

Butanoate Hexanoate Diacétyle = Heptan-2-one
d’ éthyl e d’ éthyl e (butane-2,3-dione)
CeH 120, CsH 60, C4HcO, C/H40
0 -0 (e} 0
/\)I\O/\ \[(]J/\/\/ )ko“/ /\/\)J\
ester ester cétone cétone
105-54-4 123-66-0 431-03-8 110-43-0
116,16 144,21 86,09 114,19
1,85 2,83 -1,34 1,73
8,1.10™ 1,1.10° 7,9.10° 3,4.10™
ananas, pomme,vin, beurre banane, acétone,
fruit mir, ananas, roquefort
beurre banane
35 6,3 2,8 5.1

Octan-3-one Nonan-2-one

C8H16O CQHISO
o] 0
\/JU\/\/\ /‘\/”\/‘\/J\
cétone cétone
106-68-3 821-55-6
128,21 142,24
2,22 2,71
3,3.10™ 7,1.107
savon moisi, champignon,
fruité, terreux
fromage
5,1 5.4

* Le logP représente 1’hydrophobicité des composés d’ardme.

b H représente la constante de Henry, qui correspond 4 la volatilité des composés d’aréme depuis 1’ eau.

&b 1 g valeurs de logP et les valeurs de H ont été calculées avec le logiciel EPISuite (Epi Suite®, v3.20, 2000-2007, U.S. Environmental

Protection Agency).

“ Les concentrations sont exprimées en g/kg de solution aromatique préparée dans du propyléneglycol.



3. Formulation finale des modéles fromagers et codification

Six modeles fromagers ont ¢té¢ formulés avec trois ratios Lipides/Protéines (= 3 ratios L/P) et
deux teneurs en sel (NaCl). Le ratio L/P est un ratio standard. Il intervient notamment comme
facteur de contrdle dans les standards d’identité de nombreuses variétés de fromages (Fox &

Cogan, 2004).

Dans notre cas, les ratios L/P (% lipides / % protéines) ont été calculés sur matieres séches
(masses déshydratées des protéines et des lipides, comparativement a la masse totale du
produit). Le terme lipides désigne la matiere grasse laitiere anhydre et le terme protéines
désigne le mélange de caséine présure et de caséine acide.

Les modeles fromagers ont été codifiés selon leurs ratios L/P. Voici le détail des trois ratios
choisis :

- ratio L/P = 28/20 = 1,4. 1l correspond a une formulation contenant 28 % de lipides (en

masse) et 20 % de protéines (en masse) et sera nommé L28P20.

- ratio L/P = 24/24 = 1. 1l correspond a 24 % de lipides (m/m) et 24 % de protéines (m/m) et

sera nommé L.24P24.

- ratio L/P =20/28 = 0,7. Il correspond a 20 % de lipides (m/m) et 28 % de protéines (m/m) et

sera nommé L20P28.

Les deux teneurs en sel (NaCl) ajouté sont les suivantes :
- 0 g de NaCl par kg de modéle fromager, ce qui correspond a une version « sans sel ajouté »,

- 10 g de NaCl par kg de modele fromager (soit 1 % NaCl), ce qui correspond a une version

« avec sel ajouté ».

Pour les versions avec sel ajouté, un « s » a été apposé a la fin de la codification des modeles
fromagers, donnant ainsi L28P20s, L24P24s, L20P28s. Les versions non salées gardent, quant
a elles, la codification initiale (L28P20, L.24P24 et L20P28). Les six formulations sont

récapitulées dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Correspondance entre ratio Lipides/Protéines (L/P), teneur en sel et
codification des modeles fromagers

Ratio L/P Pourcentage lipides/protéines Désignation Teneur en sel ajouté (%)

L28P20 0

1,4 28 % lipides — 20 % protéines
L28P20s 1
o . L.24P24 0

1 24 % lipides — 24 % protéines
L.24P24s 1
o ' L20P28 0

0,7 20 % lipides — 28 % protéines
L20P28s 1

Les teneurs en matiere grasse et en protéines sont comprises dans la gamme de teneurs des
fromages couramment consommés, puisque le Camembert comporte 20,9 % de protéines et
23,7 % de lipides, ’Edam contient 26,0 % de protéines et 25,4 % de lipides, I’Emmental
possede 28,7 % de protéines et 29,7 % de lipides, et la Mozzarella comporte 25,1 % de
protéines et 21,0 % de lipides (Fox & Cogan, 2004). Les modeles fromagers sont donc

représentatifs des teneurs en matiére grasse et en lipides des fromages du commerce.

4. Composition des modéles fromagers

La mise au point des six mod¢les fromagers correspond a six formulations différentes. La

composition exacte des six modeles fromagers est donnée dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : Composition des six modeles fromagers formulés

Modgéles fromagers

Ingrédients

\ L28P20 L28P20s L24P24 1.24P24s L20P28 L20P28s
(g/ kg de modele fromager)

Caséine présure ! 170,2 170,2 204,0 204.,0 2383 2383
Caséine acide ' 42,6 42,6 51,0 51,0 59,6 59,6
MGLA * 280,3 280,3 240,2 240,2 200,2 200,2
Eau déionisée ° 469.,4 459.,4 467,3 4573 464.,4 454,4
Sels de fonte 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0

NaCl 0 10 0 10 0 10

Acide citrique 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Solution aromatique + eau 4 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0

1. . , . . , - , \ . \
Le ratio caséine acide/caséine présure est constant pour tous les modeles fromagers et égal a

0,25.
> MGLA : matiére grasse laitiére anhydre

3 Les quantités d’eau ajoutées correspondent au complément de masse pour atteindre la masse

finale (1 kg).

* La composition de la solution aromatique est donnée dans le Tableau 4. Cette solution

aromatique (1 g) est mélangée a de 1’eau (qsp 10 g) pour faciliter son incorporation.

5. Fabrication des modéles fromagers
Les modéles fromagers ont été préparés par batch de 500 g, dans un robot mixeur a pales
coupantes (R3VV, Robot Coupe, Montceau-les-Mines, France). Ce mixeur posseéde une
double paroi dans laquelle circule un flux d’eau connecté a un bain thermostaté régulé a

75 °C.
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Tout d’abord, la matiére grasse est mise a fondre. Le sel (pour les versions avec sel ajouté¢) et
I’acide sont mis en solution dans 1’eau, sous agitation. Les poudres (caséine acide, caséine

présure et Kasomel) sont pesées et mélangées.

La solution d’acide et de sel est, tout d’abord, versée dans le mixeur. Le mixeur est ensuite
enclenché (2500 tour.min™), avant de verser le mélange de poudres puis la matiére grasse
fondue. Le processus de fabrication opére pendant 7 min 30 s. La solution aromatique (+ eau)
est versée dans le mixeur 45 s avant la fin du processus. Cette durée a été choisie pour limiter
les pertes de composés d’ardme dues au chauffage, tout en permettant une bonne répartition

de la solution aromatique dans la pate.

Une fois la fabrication terminée, la pate obtenue est versée a 1’aide d’une cuillére dans des
gobelets cylindriques en plastique. L’avantage des gobelets est qu’ils permettent, par la suite,
une récupération de I’échantillon sans perte et sans déformation, en découpant le gobelet.
Pour les expériences de RMN, des gobelets hauts ont été choisis (hauteur = 8§ cm, diamétre de
base =4,5 cm), afin de permettre la plus grande hauteur de prélévement possible
(compression inévitable de 1’échantillon lors du prélévement). Pour les autres expériences, des
gobelets de plus petites dimensions, lisses, ont été choisis (hauteur = 6 cm, diamétre de

base =4 cm).

Les gobelets remplis ont été¢ ensuite placés au congélateur a -20 °C pendant 25 min. Cette
¢tape de refroidissement rapide permet la formation de la structure du modele fromager
(Guinee et al., 2004). Les échantillons ont ensuite été mis sous vide (vide : 4m>/h, machine
sous vide a cloche Bodson, Montigny en Cambrésis, France) dans des sachets adaptés

(longueur = 20 cm, largeur = 15 cm). Enfin, ils ont été stockés a 4 °C jusqu’a utilisation.

Pour les expérimentations nécessitant une consommation ultérieure des produits, les niveaux
de coliformes totaux, listeria, salmonelles et staphylocoques ont été vérifiés au Laboratoire

Départemental de Cote d’Or, pour chaque batch de modele fromager fabriqué.
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II. Caractéristiques des modéles fromagers

1. pH
Les valeurs de pH ont ét¢ mesurées a une température de 20 °C avec une électrode pH de
pénétration (HI 1083B, micro-bulbe 3 mm, Hanna Instruments, Rhode Island, USA) relié¢e a
un pH-meétre (HI 8417, Hanna Instruments, Rhode Island, USA). Deux répétitions ont été

effectuées pour chaque mesure, en insérant le micro-bulbe de 1’¢électrode dans I’échantillon.

2. Matiere séche

La teneur en matiere séche finale a été déterminée pour chaque modele fromager a I’aide d’un
dessiccateur infrarouge (XM 120, Precisa, Poissy, France). Le programme suivant a été
retenu : 2 min a 150 °C puis maintien de la température a 180 °C jusqu’a dessiccation totale

du produit (arrét automatique de I’expérimentation ; durée moyenne du séchage : 11 £ 2 min).

Les formulations ont été¢ établies de telle sorte que la mati¢re seche soit quasiment constante
et égale pour tous les modeles fromagers. Pour cela, les teneurs en matiere seéche des
ingrédients ont été considérées. Le Tableau 7 récapitule les teneurs en extrait sec des maticres

premieres, ainsi que les teneurs en sodium communiquées par les fournisseurs :

Tableau 7 : Teneur en matiére seche (MS) et teneur en sodium (Na) des ingrédients des
modéles fromagers

MS (%) Na (%)

MGLA 99,9 0
Caséine présure 95,0 0,2
Caséine acide 90,0 0,05
NaCl 99,9 39,66

Sels de fonte (Kasomel) 99,0 24,7
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3. Teneur en sodium des modéles fromagers

La teneur totale en sodium des modéles fromagers a été déterminée par spectroscopie
d’absorption atomique (spectrophotométre Varian type 220 FS, SpectraA Technologies,
Bangalore, Inde). Les mesures ont été effectuées par le Laboratoire Agrobio (Vézin le Coquet,
France). La teneur en cendres des modéles fromagers a été¢ déterminée selon la méthode
standardisée de la Fédération Internationale Laitiére (FIL-27, 1964). Les résidus des cendres
ont été traités avec 6 M d’acide chlorhydrique (HCI). La teneur totale en sodium des cendres
en solution a ensuite été déterminée par spectroscopie d’absorption atomique, d’apres 1’arrété
du 08/09/09/1977 (JO du 3/11/1977). Une adaptation de la norme ISO 8070 :2007 (FIL-119,
2007) a été utilisée. Cette norme spécifie une méthode par spectrométrie d'absorption
atomique (dans la flamme) pour la détermination des teneurs en calcium, sodium, potassium
et magnésium dans le lait et les produits laitiers. Elle s'applique au lait et lactosérum, au
babeurre, au yaourt, a la créme, au lait en poudre, au beurre, au fromage, aux caséines et aux

caséinates.

Dans les modeles fromagers sans NaCl ajouté, le sodium quantifi¢ provient des sels de fonte
(quantité de sodium négligeable dans les autres ingrédients. cf. Tableau 7). Dans les mode¢les

avec sel ajouté, le sodium provient a la fois des sels de fonte et du NaCl.

4. Caractérisation de la texture des modeéles fromagers

Les mod¢les fromagers ont été fabriqués deux semaines avant I’analyse et stockés a 4 °C dans

des sachets sous-vide, avant d’étre analysés par compression uniaxiale a vitesse constante.

Des échantillons de forme cylindrique ont été prélevés au cceur des modeles fromagers a
I’aide d’un emporte-piece (diametre : 13 mm). Le rapport hauteur initiale sur diameétre initial
devait étre compris entre 1,1 et 1,5. Dans notre cas, les échantillons avaient pour dimensions
moyennes : hauteur ~ 18 mm et diameétre ~ 13 mm. Une fois prélevé, chaque échantillon a été
placé dans un tube en plastique fermé, stocké a 13 °C pendant au moins %4 d’heure avant la
mesure. Cette étape permettait a 1'échantillon de se relaxer des contraintes liées au
prélevement tout en évitant sa dessiccation. La température de 13 °C a été choisie car elle
correspond a la température a laquelle ont €té servis les modeles fromagers dans les ¢études de
consommation (étude de la libération des composés d’ardme et du sodium in vivo et étude de

la perception sensorielle).
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Au cours du test de compression uniaxiale a vitesse constante, I’échantillon a été comprimé
suivant son axe principal entre deux plateaux paralleles (35 mm). La force résistante
développée par I’échantillon en réponse a la déformation a ét¢ mesurée a 1’aide d’un capteur

de force et enregistrée en fonction de la position du plateau supérieur.

Les mesures ont été réalisées a 13 °C avec un analyseur de texture TA-XT2 (Stable Micro
Systems Ltd ; Champlan, France). La vitesse de déplacement de I'outil supérieur était de
0,8 mm.s"'. Les échantillons ont été comprimés jusqu'a un taux de déformation de 90 % de la
hauteur initiale de 1’échantillon (la fracture n’étant pas visible pour les différents modeles

fromagers a I’exception de M 1S). Quatre répétitions ont été réalisées.

La contrainte, c’est a dire la résistance mécanique de 1’échantillon a la déformation, et la
déformation selon Cauchy ont été calculées a partir des données brutes : force et déplacement.
La contrainte est définie comme le rapport de la force mesurée sur la surface initiale de
I’échantillon. La déformation selon Cauchy est définie comme le rapport de la variation

d’épaisseur sur 1’épaisseur initiale de 1’échantillon.

La courbe "contrainte-déformation" résultante est présentée sur la Figure 5.

* Contrainte

Of

MD w

4>

Déformation

ef

Y

Figure 5: Schéma d’une courbe de compression uniaxiale a vitesse constante
identification des paramétres caractéristiques
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Cette courbe est caractéris€e par quatre parametres spécifiques (Tableau 8) :

1. Le module de déformabilité MD, qui caractérise le comportement rhéologique des
modeles fromagers aux petites déformations et qui correspond a la pente initiale de la

courbe. Il traduit 1’¢élasticité du modele fromager.

2. La contrainte Gy, la déformation &f et I'énergie WT a la fracture qui caractérisent le point
de fracture apparente. L'énergie représente le travail nécessaire pour atteindre le point de
fracture apparente. La contrainte et I’énergie a la fracture caractérisent la résistance
mécanique du modele fromager. La déformation a la fracture caractérise sa déformabilité.

Tableau 8 : Variables rhéologiques obtenues par compression uniaxiale a vitesse
constante

Variables Unités Signification

MD

kPa  module de déformabilité élasticité + élevé - élastique
. N +
of kPa  contrainte a la fracture -~ . o grande
résistance mécanique + élevé résistance
Wf kd.m3 travail a la fracture mécanique
ef - déformation a la fracture déformabilité + élevé  + déformable

Pour les mode¢les fromagers dont le point a la fracture n’est pas visible, le point caractéristique
choisi est le point a la déformation maximale c'est-a-dire a 90 % de déformation. Le

parametre ef n’est alors pas pris en considération, du fait de sa valeur constante dans ce cas

(90 %).

5. Caractérisation de la microstructure des modéles fromagers

a. Principe de la microscopie confocale a balayage laser

En microscopie confocale a balayage laser (MCBL), la source lumineuse est un laser capable
de balayer point par point 1’échantillon a analyser. Ce balayage permet ainsi d’obtenir des

images appartenant a un méme plan (Filipe, 2007).
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Le principe général de la MCBL est schématisé sur la Figure 6.

Miroir !
dichroique

Laser d'excitation

fluorescence® Plan focal

Figure 6 : Schéma expliquant le fonctionnement de la microcopie confocale a balayage
laser, d’aprés Lemiere & Vial (2008)

Un rayon laser excitateur est réfléchi par un miroir dichroique vers la lentille de 1’objectif. Il
atteint alors 1’échantillon préalablement marqué par des fluorochromes (voir définition
paragraphe suivant). Des photons provenant de différents plans de la préparation sont alors
émis lors du balayage de I’échantillon par le laser. Un diaphragme a diamétre variable, appelé
trou de filtrage (ou pinhole en anglais) est placé dans un plan focal conjugué au plan focal de
I’objectif (plans confocaux). Ce sont donc ces photons émis par I’échantillon marqué et
passant par ce trou de filtrage qui participent a la formation de 1I’image (Wright et al., 1993).
On s’affranchit ainsi de la fluorescence émanant des autres plans de 1’échantillon. Les rayons
réfléchis sont détectés par des photomultiplicateurs (détecteurs) placés pres du trou de filtrage.
Le signal regu (intensité lumineuse de chaque point) est enfin converti en signal numérique,
contribuant a la création d’une image (section optique) a deux dimensions (8 bits). Chaque
section optique est générée en déplacant le faisceau laser, selon 1’axe (X,y), sur une partie du
domaine de I’échantillon. La profondeur du plan focal peut étre modifiée finement, selon
I’axe (z), grace au déplacement du plateau contenant I’objet (Filipe, 2007). Ainsi, en
modifiant la distance échantillon-objectif, il est possible de répéter le balayage pour toute une

série de plans espacés d'une hauteur Az.
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En combinant toutes ces images a deux dimensions (x,y), on obtient alors une reconstitution a
trois dimensions de I'échantillon. Cependant la profondeur d'exploration est limitée par les

effets d'absorption et de diffusion des tissus (Lemiere & Vial, 2008).

b. Le choix des fluorochromes : I’identification multiple

Les fluorochromes sont des molécules naturelles ou synthétiques capable d’émettre de la
fluorescence (sondes fluorescentes ou colorants fluorescents spécifiques). Ce sont souvent des
molécules polynucléaires hétérocycliques contenant de 1’azote, de ['oxygeéne avec des
systemes d’¢lectrons délocalisés, et des structures réactives qui permettent de les rattacher a
des composés biologiques (comme les anticorps par exemple). Les colorants s’intercallent
dans des structures biologiques typiques et émettent une longueur d’onde caractéristique,
distinguant ainsi les structures spécifiques de 1’échantillon. Déposés sur les échantillons sous
forme de poudre ou de solution, ils permettent 1’identification et la localisation de composants
tels que les protéines, les glucides, les lipides... Les microscopes confocaux possedent plus
d’un détecteur, ce qui permet 1’observation simultanée (identification multiple) de plusieurs
composants. Cependant, les colorants doivent étre excités et émettre a des longeurs d’ondes
différentes, avec un minimum de superposition (Herbert et al., 1999b). Des images multiples
peuvent ainsi étre réalisées afin de mettre en évidence les distributions relatives des protéines,
des lipides et des glucides.
Dans notre cas, deux colorants fluorescents ont été choisis :

- Le Rouge de Nile (Sigma-Aldrich, St Louis, USA), spécifique des lipides, et qui a

I’avantage de résister au photo-blanchiment (Greenspan et al., 1985).
- L’Acridine Orange (colorant pour microscopie, Aldrich Chemical Company, Inc;

Milwawkee, USA), permettant de visualiser des protéines.

c¢. Méthode de microscopie confocale

De petits échantillons (8mm x 8mm x 3mm) ont été prélevés dans les modéles fromagers, a
I’aide d’un scalpel, puis placés sur des lames de verre. La matiére grasse et les protéines ont
¢été colorées selon la méthode décrite par Floury ef al. (2009a). La solution colorante a été
préparée en mélangeant 600 pL d’une solution de Rouge de Nile (0,04 % de Rouge de Nile
(m/v) dans du propane-1,2-diol), et 300 pL d’une solution d’Acridine Orange (0,1%
d’Acridine Orange (m/v) dans de 1’eau distillée).
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Les échantillons de mod¢eles fromagers ont €té colorés en ajoutant 15 pL de la solution
colorante. Ils ont ensuite été recouverts d'une lamelle en verre et placés dans l'obscurité a 4 °C

pendant 30 min.

La microstructure des modeles fromagers a été observée au moyen d’un microscope confocal
Leica droit TCS SP2 (Leica Microsystems, Heidelberg, Germany). La détection des protéines
a été réalisée en utilisant un laser argon/krypton ayant une longueur d'onde d'excitation de
488 nm et une longueur d'onde d'émission entre 502 et 563 nm. La détection de la maticre
grasse a ¢té réalisée a 1'aide d'un laser hélium/néon ayant une longueur d’onde d’excitation de
543 nm et une longueur d’onde d’émission comprise entre 594 et 697 nm. Pour les clichés
obtenus, les protéines ont été identifiées en vert, alors que la matiére grasse a été identifiée en

rouge (Figure 7(a)).

Pour chaque mod¢le fromager, des clichés ont été pris a cinq localisations différentes (du
centre vers I’extérieur du modele fromager), constituant ainsi des pseudo-répétitions. Trois
répétitions indépendantes ont été réalisées pour chacun des six modeles fromagers. Les
clichés, d’une résolution de 512 pixels x 512 pixels, ont été obtenus a ’aide d’un objectif a
immersion dans ’huile (contraste ¢élevé, objectif plan, balayage confocal x40 et ouverture
numérique de I’iris de 0,75 a 1,25). Les clichés finaux correspondent a la superposition des

clichés obtenus pour la matiére grasse et de ceux obtenus pour les protéines.

d. Analyse d’images sur les clichés structuraux de microscopie confocale

L’analyse d’image a été réalisée avec le logiciel Image] (version 1.46f2, NIH, USA) sur des
portions de clichés de microscopie confocale (256 pixels x 256 pixels). Le canal rouge a été
selectionné pour les analyses. Les images ont été converties au format 8-bit (échelle noire et
blanc) et le bruit de fond de I’arricére plan a été diminué en utilisant la fonction « despeckle »
du logiciel. Ensuite, la luminosité et le contraste ont été ajustés automatiquement par le
logiciel. Le niveau de seuillage automatique (IsoData) a ¢té utilis€¢ pour 1’analyse de tous les
modeles fromagers, excepté pour le modele L28P20s pour lequel le seuillage 1J isodata s’est
révélé beaucoup plus pertinent, du fait d’une répartition différente des gouttelettes lipidiques.
L’étape de seuillage a permis ’obtention d’une image binaire, dans laquelle les gouttelettes

lipidiques ont été nettemment séparées de 1’arriere plan. La fonction « watershed » du logiciel
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Imagel] a ensuite ¢té utilisée dans le but de séparer les goutelettes qui n’avaient pas ¢€té

dissociées par les précédents traitements.

La Figure 7 montre un exemple de cliché de microscopie confocale avant analyse d’image (a)

ainsi que I’image correspondante, apres analyse d’image (b) (modele fromager L28P20s).

(2) (b)

Figure 7 : Exemple de cliché de microscopie confocale avant analyse d’image (a) et aprés
analyse d’image (b) (modéele fromager L28P20s)

La phase protéique est représentée en vert sur le cliché et la phase lipidique est
représentée en rouge. Les deux phases sont ensuite représentées respectivement en noir
et en blanc sur ’image analysée.

Une fois les images obtenues (Figure 7(b)), la surface (en pm?®) et la circularité des

gouttelettes lipidiques ont pu étre mesurées. La formule pour le calcul de la circularité est la

suivante :
47 x [Aire] / [Périmétre]’.

Une valeur de cicularité de 1,0 indique un cercle parfait, alors qu’une valeur approchant 0,0
indique un polygone infiniment allongé. Le pourcentage de la surface occupée par la matiere
grasse dans le cliché (en %) a également été calculé. Il correspond au pourcentage de la
surface occupée par les gouttelettes lipidiques (en pm®) comparativement a la surface totale
du cliché (en pm?). Pour chaque modéle fromager, cinq répétitions (portions de clichés) ont

¢été analysées, chaque répétition provenant d’un cliché différent.
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III. Etude de la mobilité/libération du sodium

1. Echelle moléculaire : Etude de la mobilité par résonance magnétique nucléaire du
sodium (RMN % Na)

a. Breéve description de la technique de RMN BNa

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est basée sur la propriété de spin des noyaux.
Certains noyaux posseédent un spin nul, mais d’autres ont un spin nucléaire différent de zéro
(exemple : 'H). La RMN est une technique de spectroscopie appliquée aux noyaux qui ont un

spin nucléaire non nul.

La RMN est un phénomene par lequel les noyaux des molécules placées dans un champ
magnétique intense By absorbent les rayonnements €lectromagnétiques spécifiques. Le signal
émis (intensité en fonction du temps) est alors transformé mathématiquement (transformation
de Fourier). Ainsi, lors d’une expérience de RMN, I’échantillon est placé dans un
spectrometre dans lequel il subit I’action du champ magnétique By. Apres excitation des
noyaux de 1’échantillon (et de leur systéeme de spins), ceux-ci retournent a 1’équilibre et la
RMN permet d’observer les transitions entre les différents niveaux d’énergie des molécules.
La RMN du proton est la plus courante, mais toutes sortes de noyaux peuvent étre observés
par RMN : B, #Na, *'p, *Cl1, 'Cl, ... La RMN du sodium (23Na) a été choisie afin d’étudier

le comportement des noyaux sodium dans les mod¢les fromagers.

Deux temps de relaxation caractérisent le retour a 1’équilibre des noyaux : le temps de
relaxation longitudinale (7;) et le temps de relaxation transversale (7). Ces deux temps sont
caractéristiques de la mobilité des noyaux étudi€s car ils déterminent le temps nécessaire pour

que les noyaux reviennent a 1’équilibre apres excitation.

b. Spécificité et théorie de la RMN du sodium (23 Na)

Le comportement moléculaire du sodium dans les mod¢les fromagers a donc été étudié en
utilisant la spectroscopiec RMN. Le signal simple quanta (SQ), qui est un signal simple

impulsion, a été utilisé pour détecter I’ensemble des ions sodium (sodium total).
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Le noyau sodium possede un caractére quadripolaire (spin I = 3/2), qui peut interagir avec le
champ ¢électrique local (interactions quadripolaires). Ses états de spin initiaux (+3/2, +1/2,
-1/2, -3/2) en sont modifiés et les transitions entre ces états sont alors caractérisées par des
énergies différentes. On distingue la transition centrale (-1/2, +1/2) et les transitions satellites
(+1/2, +3/2) et (-1/2, -3/2). La transition centrale contribue pour 40 % a I’aire du signal RMN

et les deux transitions satellites pour 60 % (30 % chacune).

Du fait des interactions quadripolaires, les transitions externes relaxent plus vite que la

. . . . iy
transition interne. Ainsi, T, ¢ par exemple, comprend deux composantes : 7. 2‘_919 pour le temps

de relaxation rapide, qui caractérise la transition externe du noyau de sodium (-3/2—-1/2 et
+1/2—+3/2) et T,5° pour le temps de relaxation lent, qui caractérise la transition interne du

noyau de sodium (-1/2—+1/2) (Jaccard et al., 1986 ; Kemp-Harper et al., 1997).

c. Application de la RMN du sodium a I’étude des modéles fromagers

i.  Préparation des échantillons

Les échantillons ont été préparés d’apres la méthode décrite sur des fromages par Gobet ef al.
(2009a). Une section cylindrique (longueur ~ 4cm et largeur ~ 9-10 mm) a été prélevée au
cceur d’un modéle fromager a 1’aide d’un emporte-piece (diametre 10 mm). Le prélévement a
été effectué¢ a température ambiante, dans le sens de la hauteur du modele fromager (resté

dans son gobelet de stockage et tout juste sorti du réfrigérateur (4 °C)).

La section prélevée (ou « carotte ») a ensuite été insérée dans un tube RMN de 10 mm a 1’aide
d’un batonnet poussoir. Un second tube RMN de 5 mm, rempli d’une solution référence de
Na;Dy(P301¢), (voir détails plus loin), a ensuite été introduit dans le tube de 10 mm contenant
I’échantillon de modele fromager (Figure 8). Le tube de 5 mm était entouré de deux inserts en
plastique permettant d’éviter toute déviation lors de son introduction dans le modele

fromager.
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Figure 8 : Echantillon et solution référence utilisés pour les expériences RMN

il. Quantification du sodium total

Pour quantifier le sodium par RMN dans les modeles fromagers, il a été nécessaire
d’introduire une référence externe dans le tube contenant 1’échantillon. Cette référence est une

solution de Na;Dy(P30,¢), dans du D,O ([Na+] =0,40 M).

La solution de référence est préparée de la facon suivante (dans une fiole jaugée de 5 mL,

complétée avec du D,0):

- 76,9 mg de DyCls (chlorure de dysprosium hexahydraté = DyCl3(H,O)s; Sigma
Aldrich, N° CAS : 15059-52-6)
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- 176,1 mg de NasP;0, (sel anhydre de tripolyphosphate de sodium ; Sigma Aldrich,
N° CAS : 7758-29-4).

La réaction associée est la suivante : H,O

DyCl; + 2 NasP3049 - [Na;Dy(P30), - 3 NaCl].

La solution de Na;Dy(P301¢), constitue ainsi une référence externe permettant de vérifier la
teneur en ion sodium des échantillons (Mouaddab et al., 2007). En effet, le chlorure de
dysprosium est aussi appelé « agent de shift » en RMN car I’ion Dy(PPP),” induit un
« déplacement » de I’ion Na" (§ = 30 ppm) par rapport a la position de référence qu’il occupe
dans les modéles fromagers. En d’autres termes, 1’agent de shift empéche la superposition des
pics de la référence et de 1’échantillon. La Figure 9 représente le pic correspondant au sodium

de I’échantillon (ici L20P28s) et le pic correspondant au sodium de la solution référence.

Modéle fromager

Reféerence

T T T T T T T T T
20 10 0 -10 -20 -30 -40 -50 ppm

Figure 9 : Exemple de spectre de RMN 2Na SQ d’un modéle fromager L20P28s avec
une solution de référence [Na'] = 0,40 M dans du D,0 (1024 scans)

La concentration totale en sodium de 1’échantillon a été déterminée a partir de la

50 et de

concentration de la référence et des aires des pics SQ *’Na de la référence (4.7

I’échantillon ( 4°¢), selon 1’expression :

ech

A% V.
[Nﬂ'+]ach = ;'E!h ¥ [Nﬂ'-l-]ﬂaff .[;Eh
raf raf

ott = = 3,26 (Gobet et al., 2009b).

ref
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Dans notre cas, [Na+]ref: 0,40 M soit 23,4 g.L'l dans du D,O.

L’acquisition des signaux RMN a été effectuée avec le parametre P, optimal, c’est-a-dire la
valeur optimale de la durée d’impulsion /2 (P, = 15,6 £ 0,4 ps). Néanmoins, des calculs
ont également été faits avec le parametre P;/4, aux vues des difficultés a quantifier
correctement la teneur en sodium total des échantillons. En effet, il a ét¢ montré qu’on

obtenait un pulse non sélectif avec un pulse inférieur a P/4 (Fenzke et al., 1984).

iil. Quantification du sodium lié

Pour la quantification de la fraction liée du sodium, deux approches ont ét¢é menées : une
quantification absolue et une quantification relative.
La quantification absolue a été réalisée d’aprés la méthode décrite par Mouaddab et al.

(2007), avec I’équation suivante :

[Na]28 . _ 1I[l1w11"”3+[E (_Tnpc) . (_rﬂﬂ
Nalse ~ 3 ase |P\" )" =P\,

)]-1 x [tan 2 (w'.T)5) — tan W w".T5z)] 2

Cette équation s’obtient a partir des temps de relaxation (75r ¢ T2s) du signal DQ, du temps de
création (1) du signal DQ, des aires des signaux SQ et DQ (AP et A%9) et des parametres
influencés par ’hétérogénéité de champ (w’, T: »). Les différents paramétres de temps seront
explicités dans les paragraphes suivants. L’hétérogénéité de champ se calcule, quant a elle, a
partir du temps de relaxation 7, de la référence et a partir de la largeur a mi-hauteur du pic

correspondant (largeur obtenue avec le logiciel Peakfit version 4.11, Syssat software Inc.).

T T T T T T T T T T T T T T T
25 20 15 10 5 0 -5 -10 -15 -20 -25 -30 -35 -40 -45 -50 ppm

Figure 9bis : Exemple de spectre de RMN 2Na DQ d’échantillon L20P28s (1024 scans)
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La quantification relative a été obtenue en calculant le ratio des intégrales (aires) des signaux
du sodium li¢ (signal DQ) et du sodium total (signal SQ). Ce ratio est donc le suivant :
Apg/Asq. Le calcul de Apq a été effectué en considérant 1'aire absolue des 2 pics Apg ' et Apg’

obtenus lors de la déconvolution avec le logiciel Peak Fit (version 4.11, Syssat software Inc.).

iv.  Etude de la mobilité du sodium total

Comme expliqué précédemment, le signal simple quanta (SQ) est un signal simple impulsion,

qui a été utilisé pour détecter I’ensemble des ions sodium (sodium total).

Afin de mesurer le temps de relaxation longitudinale (7)) et le temps de relaxation
transversale (7>) du signal SQ, des séquences « inversion-récupération » et CPMG (Carr-
Purcell-Meiboom-Gill) ont été respectivement utilisées pour mesurer 7; et 7> (Mouaddab et

al., 2007).

« Mesure du temps de relaxation longitudinale T;

Le temps de relaxation longitudinale 7; s’obtient par une séquence d’inversion récupération.

Une fois mesuré, ce temps 7; donne des informations sur la mobilité du sodium global.

L’optimisation du 7; permet de s’assurer que tous les noyaux sont relaxés quand on utilise un

délai de 150 ms (d¢lai choisi a cette valeur pour toutes les acquisitions).

o  Mesure du temps de relaxation transversale T»

La courbe d’évolution de I’intensité du signal CPMG en fonction du temps (I(t)) est

paramétrable par 1’équation suivante :
I(t) =cte x |Aexp| -t sg | +Bexp -t s
Tor s

ou A et B sont les populations des noyaux sodium présentant respectivement une relaxation
transversale rapide (7,2) ou lente (7,.2), exprimées en pourcentage (A+B = 1 ; population

normalisée).

Le graphe correspondant est présenté sur la figure page suivante.
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Figure 9ter : Exemple d’évolution de / (normalisée) de la composante transversale du

signal 2Na SQ en fonction du temps 7 (ms). (Séquence CPMG, échantillon L20P28s).

En réalité, on ne mesure pas la valeur réelle de 7, mais une valeur apparente plus faible, du
fait des 1égeres hétérogénéités de champ magnétique dans 1’échantillon (Gobet, 2008). Cette
hétérogénéité de champ est calculée a partir du 7> de la référence et de la largeur du pic a

mi-hauteur.

v.  Etude de la mobilité du sodium lié

Le signal SQ utilisé précédemment pour 1’étude du sodium total est un signal global qui
moyenne le comportement de tous les ions. Or, 1’échantillon présente en réalité des ions avec
des mouvements différents. Un autre signal, le signal DQF (« Double Quantum Filtered »)
permet, par exemple, de s affranchir des ions libres. Ainsi, les signaux provenant des ions Na"
liés ont pu étre sélectivement détectés. Le terme lié désigne des ions qui présentent un
mouvement anisotrope plus ou moins restreint en raison soit de leur liaison a des structures
ordonnées, soit de leur présence dans des environnements différents (Gobet, 2008 ; Mouaddab

et al.,2007).

Des paramétres similaires a ceux du signal SQ ont été pris en compte pour le signal DQF des

ions sodium liés. Ils sont appelés TZZ}Q et T,°°. Ces temps de relaxation permettent la
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caractérisation de I'état li¢ des ions sodium et peuvent étre corrélés a la mobilité de ces ions.

Plus la valeur du temps de relaxation est grande, plus les ions sodium liés sont mobiles.

De plus, le temps de création () représente le temps correspondant a 1’intensité maximale
du signal DQF. Plus la valeur de ce parametre est faible, plus I’environnement autour des ions

sodium liés est organisé. Il témoigne de 1’état de liaison des ions Na" liés.

vi.  Acquisition des spectres de RMN P Na SO et DOF

Les acquisitions ont été réalisées a 25 °C et enregistrées a 132.29 MHz sur un spectrometre

Bruker Avance III 500 MHz (11.7 T) équipé d’une sonde large bande BBO de 10 mm. Une

durée d’impulsion 7/2 (a la résonance) de 15-17,5 us a été utilisée pour les expériences de

RMN *Na.

Les paramétres d’acquisition ont été optimisés sur chaque section prélevée de modéle
fromager. En effet, la durée d’impulsion n’est pas strictement identique d’une section a
I’autre. Les acquisitions des spectres SQ et DQ ont été effectuées avec le méme nombre de
scans et les mémes gains. Les acquisitions ont été effectuées avec le logiciel TOPSPIN 3.0
(Bruker Biospin). L’ensemble des spectres acquis a été traité avec le logiciel TOPSPIN 3.0 et
le logiciel Peakfit (version 4.11, Syssat software Inc.). Une fonction Gaussienne-Lorentzienne

a été utilisée pour 1’ajustement des pics.

Dans le cas d’ions sodium possédant une mobilité restreinte, la relaxation de ces ions devient
bi-exponentielle et le spectre est une superposition de deux raies Lorentziennes : une raie
étroite (transition interne) et une raie plus large (transitions externes) dont le rapport des aires

est théoriquement 40 % : 60 %.

2. Echelle macroscopique : Etude des coefficients de partage du sodium eau/modéle
fromager

Le coefficient de partage eau/modéle fromager des ions Na' est défini par 1’équation

suivante :
Nals

R:'l.frz = [ ]:f
[Na]Z;

121



[Na]Z, est la concentration en sodium a I’équilibre dans la phase aqueuse et [Na]Z; est la

concentration en sodium a I’équilibre dans le modele fromager. [Na]Z, correspond en fait a

I’égalité suivante :

[Na]z, = [Na]g — [Na]i, ou [N a]7 est la concentration initiale dans les mod¢les fromagers.

Pour les expériences, un échantillon de 5 g de modéle fromager (portion d’un disque de
diamétre 5 cm et de hauteur 1 cm) a été placé dans un flacon (100 mL, Schott, France) rempli
avec 75 mL d’eau Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) (Figure 10). Le choix de ce format
d’échantillon a été effectué car des échantillons de méme dimension ont été servis aux

consommateurs lors de 1’étude de la libération du sel en bouche in vivo.

Figure 10 : Dispositif d’étude des coefficients de partage du sodium eau/modéle
fromager

C. est la concentration en sodium dans I’eau et C; dans le modéle fromager.

Les coefficients de partage des six modeles fromagers ont été déterminés simultanément. Cing
répétitions par modele ont été effectuées. Trente flacons ont ainsi été préparés et placés dans
une ¢tuve maintenue a 25 °C pendant 16 heures (temps suffisant pour atteindre 1’équilibre
thermodynamique pour tous les échantillons). Aprés 16 heures, la phase aqueuse a été
récupérée et filtrée sur de la laine de verre. La teneur en sodium de cette phase a ensuite été
déterminée a ’aide d’une é€lectrode de verre sélective des ions sodium (ROSS®, Orion,

Thermo Fisher Scientific, Beverly, USA).

La membrane de verre de cette €lectrode est formée de SiO, (71 %), de AlL,Os3 (18 %) et de
Na,O (11 %). Une fois hydratée, elle devient poreuse et permet I’entrée d’ions Na'. C’est le
mouvement des ions sodium qui est responsable de la conduction électrique dans la

membrane. L’équilibre résultant dépend de la concentration en ions sodium de I’échantillon.
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Pour obtenir des résultats reproductibles, un conditionnement de I'¢lectrode dans un
électrolyte approprié est nécessaire afin de garantir un état initial stationnaire de la couche de
gel. Cette électrode de verre posséde une électrode de référence interne. Il s’agit d’une
cartouche Ag/AgCl, stockée dans une solution stable (les anions et les cations diffusent a la
méme vitesse) appelée électrolyte de référence (filling solution). Ici, 1’électrolyte est une
solution de KCI. L’¢lectrode sélective des ions sodium mesure donc les ions sodium libres en

solution.

Les mesures de conductivité ont été réalisées sur des échantillons de 2 mL auxquels ont été
ajoutés 200 uL d’ajusteur de force ionique du sodium (ISA : ionic strength adjuster). Cet
« ISA » contient 4 M de NH4Cl et 4 M de NH4OH (ISA Cat. No 841111, Thermo Fisher
Scientific, Beverly, USA). Il permet d’alcaliniser la solution a doser (pH > 9) et de maintenir
une force ionique constante (facilitant la lecture par 1’électrode). Les valeurs de concentration
de sodium ont ensuite été obtenues a partir d’une courbe d’étalonnage. Un exemple de courbe
est présenté sur la Figure 11 (y = 26,924.In(x) - 233,14 ; R* = 0,9872). 1l s’agit d’une
correspondance entre les valeurs des mesures conductimétriques (en mV) et les valeurs de
concentrations en sodium de la gamme étalon de solutions de NaCl (en ppm). Les valeurs de
concentrations en sodium de la gamme sont les suivantes : 0, 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 et
1000 (ppm). Plusieurs courbes ont été effectuées au cours de 1’étude, afin de vérifier qu’il n’y

ait pas de dérive de la mesure au fil des jours.
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10 100 1000

o

_I" 1
o o
S o
1

N

]

o
1

y = 26,924Ln(x) - 233,14
R2 = 0,9872

signal sodium (mV)
M
o
o

4

N
Q1
o)

-

-300 -

Figure 11 : Exemple de courbe d’étalonnage servant a la détermination de la
concentration en sodium avec I’électrode de verre sélective des ions sodium
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Les valeurs de concentration en sodium ont ét¢ également validées par détection
conductimétrique, apreés séparation ionique effectuée par chromatographie liquide a haute
performance (HPLC, Dionex ICS-3000). La colonne utilisée est une colonne IonPac CS12A
5 um, maintenue a une température de 25 °C. L’¢luent utilis¢ est de 1’acide sulfurique
(H2SO4, 11 mM), avec un débit de 0,5 mL.min"'. La détection du sodium a lieu par
conductimétrie avec suppresseur CSRS 300 en 2 mm (courant : 33 mA). Le suppresseur sert a
¢liminer le signal da a 1'¢luant (H,SO4). Un volume de 50 uL a été injecté pour la
chromatographie. Le controle du systéme et I’acquisition des données ont été faits avec le

logiciel UCI-100 Chromeleon.

Dans le cas de la chromatographie HPLC, les concentrations en sodium ont également été
obtenues a partir d’une courbe d’étalonnage. Un exemple de courbe est présenté¢ sur la
Figure 12 (R* =0,999). Il s’agit d’une correspondance entre les aires des pics correspondant
au sodium (en uS.min) et les valeurs de concentrations en sodium de la gamme étalon de
solutions de NaCl (en mM). Les valeurs correspondantes de concentrations en sodium sont les
suivantes : 0,8 ;1,6 ;2,4 ; 3,2 ; 6,5 et 9,8 (mM).
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Figure 12 : Exemple de courbe d’étalonnage servant a la détermination de la
concentration en sodium par HPLC
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Des courbes d’étalonnage ont été effectuées a chaque nouveau passage d’une série

d’échantillons (environ 45 échantillons par série).

3. Etude de la cinétique de libération du sodium des modéles fromagers dans une
solution aqueuse (libération dynamique produit/eau)

La cinétique de libération des ions sodium (Na") a été étudiée pendant sept heures depuis un
¢chantillon cylindrique de modele fromager (25 g) de diamétre 5 cm. L’échantillon a été
immerg¢ au fond d’une enceinte en verre maintenue a 25 °C et contenant 1 L d’eau Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, USA). La phase aqueuse a ét¢ homogénéisée a vitesse constante
(100 tour.min™), & I’aide d’une tige & hélice (R 1342, 4 ailettes IKA, Allemagne) reliée & un

agitateur (Eurostar-PCV (power control visc), IKA, Allemagne) (Figure 13).

agitateur

tige d’agitation

ordinateur /

(lecture des données)

transformateur
(conductimétre)

couvercle en verre / prélévements successifs

¢électrode sodium

. membranaire 1T ¢ — vers bain thermostaté
(+ référence externe) (25 °C)
eau Milli-Q

échantillon -

double paroi en verre
(circulation d’eau)

Figure 13 : Dispositif de suivi de la cinétique de libération des ions sodium dans I’eau

L’enceinte en verre a été fabriquée sur mesure par la société Dijonverre Labo (Asnieres les
Dijon, France). Ses caractéristiques sont les suivantes: hauteur=29 cm ; diameétre

extérieur = 15,5 cm ; diamétre intérieur = 12 cm ; épaisseur = 1,7 cm.
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Des prélévements de 2 mL de la phase aqueuse ont €té effectués a différents moments :
- Au début du processus de libération : a 2 min, 5 min, 10 min, 15 min,
- Lors de phase suivante de libération : toutes les 15 min pendant 120 min,

- Lors de la derniére phase de libération : toutes les 60 min jusqu’a la fin de

I’expérimentation (équilibre atteint).

La libération des ions sodium a été déterminée en mesurant la concentration en sodium dans
les prélevements a I'aide d'une électrode de verre sélective de I'ion sodium (ROSS®, Orion,
Thermo Fisher Scientific, Beverly, USA). Le procédé de mesure est le méme que celui
mentionné pour la détermination du coefficient de partage (paragraphe 2.). Les valeurs de
concentration en sodium ont été également validées par détection conductimétrique, apres
séparation ionique effectuée par chromatographie liquide a haute performance (HPLC,
Dionex ICS-3000). Le procédé de mesure est €également le méme que celui mentionné pour la

détermination du coefficient de partage (paragraphe 2.).

Les courbes de libération du sodium ont été obtenues a partir des concentrations en sodium
des échantillons successivement prélevés. Trois répétitions ont été effectuées pour chacun des
six modeles fromagers. Les pentes de libération du sodium ont été calculées entre le
prélévement initial (2 min) et les quatre prélévements suivants (5 min, 10 min, 15 min et
30 min). Les pentes ont été utilisées pour calculer le taux de libération du sodium, exprimé

R
enmg.L” .min".

Une ¢électrode membranaire sélective du sodium (électrode en PVC 6.0508.100, Metrohm,
Herisau, Suisse) a également été utilisée afin de suivre en continu, au cours du temps, la
cinétique de libération du sodium dans la phase aqueuse. La longueur de 1’¢électrode est de
120 mm et son diamétre est de 12 mm. La gamme de mesure des concentrations en sodium est
située entre 5.107 mol.L™" et 1mol.L". L’électrode posséde une membrane polymére
échangeuse d’ions, sensibilisée avec des ions Ca®". Ceci permet I’échange avec les ions Na®
de I’échantillon testé, puisque ces ions ont une plus grande affinité pour la membrane. Cette
fixation entraine une différence de concentration entre la membrane et la solution, provoquant

une différence de potentiel.
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Pour mesurer cette différence de potentiel, il faut disposer, outre 1’¢lectrode spécifique, d’une
électrode de référence. La fonction de 1’¢lectrode de référence est de fournir un potentiel
constant permettant de mesurer les variations dues a I’¢lectrode indicatrice. Il y a donc une
différence de potentiel entre I’électrode spécifique et I’¢lectrode de référence. Cette différence
de potentiel est proportionnelle a la concentration de I’ion dans la solution. Dans notre cas,
I’¢lectrode de référence externe est une cartouche Ag/AgCl. Elle posséde donc un potentiel

maintenu constant par un équilibre chimique qui s’établit en son sein.

En raison des propriétés complexes des membranes échangeuses d’ions, ces ¢€lectrodes sont
sujettes a davantage d’interférences que les autres électrodes spécifiques. De ce fait, les

mesures peuvent se révéler plus difficiles a obtenir, notamment aux faibles concentrations.

4. Etudes de la libération du sodium dans la salive

La libération du sodium en bouche a été étudiée lors de la consommation des modéles

fromagers par recueil d’échantillons de salive.

a. Les sujets
Pour cette étude, 5 sujets sains (2 femmes et 3 hommes), 4gés de 29 a 61 ans, ont été recrutés

(quatre de ces sujets ont également participé au profil sensoriel descriptif décrit
ultérieurement). Les sujets ont assisté a 4 séances d’une durée d’une heure environ chacune.
Les séances ont été proposées a 11 h et elles ont été réparties sur une semaine. A chaque
séance, les 5 sujets ont effectué¢ I’étude simultanément, dans des cabines cloisonnées. Les
sujets ont été rémunérés 40 euros pour les 4 séances.

Par ailleurs, il a ét¢é demandé aux sujets de ne pas manger, de ne pas boire, de ne pas fumer et
de ne pas se parfumer au moins une heure avant la séance. Chaque sujet a recu une fiche

d’information et de consentement a signer au début de 1’étude.

b. La procédure
Lors de la consommation des modeles fromagers, la libération du sodium en bouche a été

suivie dans la salive. Des échantillons de modeles fromagers (5 g chacun) ont été servis a
13 °C. Afin de connaitre la teneur en sodium de la salive lors de la consommation, les sujets
ont di cracher la salive qu’ils avaient en bouche a différents moments de la mastication. La
salive devait étre crachée dans des tubes Eppendorf” : avant la mise en bouche (Ty), aprés
5 coups de dents (Ts), aprés 15 coups de dents (T;s), apreés 30 coups de dents (Tsp), et juste
avant de déglutir le produit (Tp).
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Les sujets devaient essayer de ne cracher que de la salive, tout en conservant I’échantillon en
bouche. Si les juges ont ressenti le besoin de déglutir avant les 30 coups de dents, ils ont di
cracher la salive qu’ils avaient en bouche dans le tube Tp, et laisser le tube T, vide. Dans ce
cas, ils ont di mentionner sur le questionnaire fourni, le nombre de coups de dents effectués
avant la déglutition finale.

Lors de la premicre séance, les sujets ont pu se familiariser avec le protocole, puisque deux
produits « blancs » leur ont été servis (deux échantillons de modeles fromagers).

A chaque séance, huit échantillons ont été servis : six échantillons de modeles fromagers et
deux échantillons «blancs » a la premicre séance, puis huit échantillons de modeles
fromagers aux trois séances suivantes (dont au moins un échantillon de chaque type de
modele fromager). Ainsi, cing répétitions ont pu étre effectuées pour chacun des six modeles
fromagers.

A la fin de chaque échantillon consommé, les sujets ont pu se rincer la bouche avec de 1’eau
minérale (Evian®) et des quartiers de pomme. Les cinq tubes de salive correspondant a
I’échantillon consommé (T, Ts, Tys, T3p et Tp) ont été collectés pour chacun des cing sujets et

placés dans un bac de glace pilée.

Les sujets ont ensuite recu un nouvel échantillon ainsi que cinq nouveaux tubes

Eppendorf® labellisés (To, Ts, T1s, T30 et Tp) préts a recevoir la salive.

c. Analyse des échantillons

i Centrifugation et récupération de la salive

Les tubes de salive conservés dans la glace ont ensuite été centrifugés pendant 15 min
(15300 g, 4 °C). Un volume de 50 pL a été prélevé dans le surnageant (en évitant de prélever
les amas de mucine, ou d’éventuels résidus de fromage et la mucine). Pour les tubes Ty,
contenant plus de salive, 100 pL ont été prélevés. Les prélevements ont ét¢ déposés dans des
tubes Eppendorf®.

Remarque : Pour quelques tubes, la centrifugation appliquée n’a pas permis d’obtenir un
surnageant limpide. Dans ce cas, les tubes ont été centrifugés 10 min supplémentaires
(15300 g, 4 °C). Les tubes ayant subi cette deuxieme centrifugation ont été spécifiés. De plus,
quelques tubes ont di étre supprimés de I’étude, lorsqu’ils ne permettaient pas d’extraire

suffisamment de salive pour étre analysés.
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ii.  Préparation des échantillons de salive pour analyse

Les prélévements de surnageant ont été dilués avant analyse, dans les tubes Eppendorf”. Un
volume de 400 pL d’eau Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA) a été ajouté aux tubes Ty
(dilution 1/5%), alors qu’un volume de 950 pL a été ajouté aux autres tubes (dilution 1/20e).
Les échantillons ont ensuite été prélevés a 1’aide de seringues de 2 mL afin d’é€tre filtrés
(filtres en nylon, 13 mm, taille des pores : 0,45 um, C.LL., Sainte-Foy-La-Grande, France).
Le filtrat obtenu a été placé dans un flacon 2 mL a fond plat ou dans un flacon avec insert de
300 pL, si le volume récupéré était trop faible. Les flacons ont été codés de la fagon suivante
« SA-TB-CCC » ou SA est le sujet A, TB est le temps B (Ty, Ts, Tis, T30 ou Tp), et CCC est

le code échantillon.

iii.  Analyse de la concentration en sodium de la salive par HPLC

Les valeurs de concentration en sodium ont été déterminées par détection conductimétrique,
apres séparation ionique effectuée par chromatographie liquide & haute performance (HPLC,
Dionex ICS-3000). La colonne utilisée est une colonne lonPac CS12A Sum, maintenue a une
température de 25 °C. L’¢luent utilisé est de ’acide sulfurique (H>SO4, 11 mM), avec un débit
de 0,5 mL.min". La détection du sodium a lieu par conductimétrie avec suppresseur CSRS
300 en 2 mm (courant : 33 mA). Un volume de 25 pL a été injecté pour la chromatographie.
Le contréle du systeme et 1’acquisition des données ont été faits avec le logiciel UCI-100

Chromeleon.

Les concentrations en sodium ont été obtenues a partir d’une courbe d’étalonnage, comme

expliqué dans le paragraphe 2.

IV. Etude de la mobilité et de la disponibilité des composés d’arome

1. Quantification des composés d’arome contenus dans les modéles fromagers

L’aromatisation a été effectuée de maniere a ce que les concentrations en composés d’arome
soient identiques dans les produits finis. Néanmoins, lors du processus de chauffage, une
partie des composés d’ardme est perdue, et les pertes peuvent varier selon la nature des
composés d’ardme (Gierczynski, 2007). La quantification permet de déterminer les quantités
de composés d’arome effectivement présentes dans le modele fromager apres fabrication, afin
de pouvoir en tenir compte dans I’interprétation des résultats.
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La méthode de distillation/extraction simultanée (SDE), avec le dispositif de
Likens-Nickerson (Likens & Nickerson, 1964), a été choisie pour extraire les composés
d’arome des modeles fromagers et pouvoir ensuite les quantifier. Le choix de cette méthode,
plutdt que la méthode d’extraction SAFE (Solvent Assisted Flavour Evaporation) repose sur
des expériences préalablement effectuées au laboratoire, sur des fromages fondus, et montrant
que la technique de Likens-Nickerson était plus rapide et ne générait que trés peu de
composés d’arome par chauffage, ne perturbant donc pas les profils chromatiques obtenus

(Bellevrat et al., 2008).

Cette méthode est une distillation par extraction simultanée, c'est-a-dire que le solvant
entraine directement les composés de 1’échantillon lui aussi vaporisé par chauffage au cours
de la distillation. Les composés d’ardme ayant une plus grande affinité avec le solvant, ils
passent dans la phase organique quand les vapeurs se mélangent. Les vapeurs se condensent
ensuite dans le réfrigérant et deux phases non miscibles sont obtenues :

- La phase aqueuse, la moins dense, (d = 1 pour 1’eau)

- La phase organique, plus dense, contenant les composés d’arome (d =1,3 pour le

dichlorométhane).

La réalisation de la distillation/extraction simultanée (SDE) nécessite la préparation de deux

ballons dont les compositions sont les suivantes :

Ballon test (250 mL): Ballon solvant (100 mL):
- 20 g de modele fromager (congelé, - 25 mL de CH,Cl, (dichlorométhane)
coupé en petites particules) - grains de carborundum (Sigma
- 36 gde NaCl Aldrich, Saint Quentin Fallavier,
- 100 mL d’eau Milli-Q (Millipore, France) ajoutés pour maintenir
Bedford, MA, USA) 1”ébullition.

- 0,5g d’agent antimoussant (AFE
1030K, Rore Technologies, France)

- billes de verre (favorisent une
¢bullition constante)

- 50 uL de solution étalon (pentanoate
d’éthyle dans de [I’éthanol pur:
0,260 g.L™).
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La solution étalon a été ajoutée pour la quantification ultérieure des composés d’arome. Elle a
¢été choisie telle que I’étalon soit un composé d’arome de la méme famille que les esters
¢tudiés, et telle que le pic de ce composé (obtenu apres GC-MS) soit bien distinct des pics des
autres composés d’ardme ¢étudiés. Similairement, 1’agent antimoussant a ¢t€ choisi de telle

sorte que les pics issus de ce composé ne se superposent pas avec des pics d’intérét.

Le montage de Likens-Nickerson (Figure 14) a été réalisé sous hotte. Les deux ballons ont été
portés a ébullition, a 100 °C pour le ballon test, et a 60 °C pour le ballon de dichlorométhane
(voir la composition des ballons dans le paragraphe précédent). Le temps de cette co-

distillation a été de 45 min, a partir de la mise en contact des vapeurs des deux solvants.

/_\[ % Orifice de prise d'air

[ e

Niveau remplissage solvant

Ballon tesm

— Solvant CH,Cl, (gaz)

—# Eau + Ar6mes (gaz)

—» Eau + Solvant + Ar6mes (Gaz)

— Eau + Solvant + Ar6mes (Liquide)
Solvant + Arémes (Liquide)

—+# Eau (Liquide)

Figure 14 : Montage de Likens Nickerson pour I’extraction des composés d’arome des
modéles fromagers
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Une fois refroidi, le contenu des deux ballons a été récupéré : le solvant restant dans le ballon
solvant et le distillat comportant deux phases non miscibles. Une phase aqueuse (moins
dense) et une phase organique contenant les composés d’ardme (plus dense) ont ensuite été

séparées dans une ampoule a décanter pour ne garder que la phase organique.

La phase organique a été complétée jusqu’a 25 mL avec du dichlorométhane distillé, et un
second étalon a été ajouté a cette étape de I’expérience. 1l s’agit de 50 pL. d’une solution
d’octanoate d’éthyle dans du dichlorométhane distillé (0,043 g.L™"). Ce deuxiéme étalon,
appelé étalon de chromatographie, permet de s’affranchir des variations de concentrations
pouvant résulter de I’opération ultérieure (la concentration par la méthode de Kuderna-

Danish).

La phase organique de I’extraction (+ ’étalon) a été concentrée jusqu’a 500 uL a 70 °C avec
un appareil de Kuderna-Danish plongé dans un bain thermostaté. Un aliquot de 1 uL a ensuite
¢été injecté dans un chromatographe en phase gazeuse HP 6890, couplé a un détecteur sélectif
de masse MSD 5973 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) opérant en mode ionisation
électronique (70 eV). La chromatographie en phase gazeuse permet la séparation des
molécules et la spectrométrie de masse permet la détection des ions leur correspondant. Le
spectromeétre de masse balaye des m/z (masse/charge) correspondant a des masses de 29 a
350 Da. La température de la source ionique a été fixée a 230 °C et la ligne de transfert a
250 °C. Les conditions de I’expérimentation €taient les suivantes : colonne DB-Wax (Agilent
J&W, longueur =30 m, diamétre interne=0,32 mm et ¢épaisseur de film=0,5 um),
initialement a 40 °C, puis augmentée de 3 °C.min" jusqu’a 240 °C. L’hélium a été utilisé
comme gaz vecteur, a une vitesse linéaire de 44 cm.min™. Les données quantitatives ont été
obtenues par intégration é€lectronique des surfaces des pics en utilisant le programme
ChemStation (Aligent Technologies). Quatre répétitions d’extraction ont été effectuées pour
chaque type de modéle fromager et sur chaque batch de fabrication (deux batchs ont été
fabriqués pour les expérimentations concernant 1’étude de la libération des composés
d’aréme). Les rendements d’extraction et les coefficients de réponse chromatographiques de

chaque composé d’ardme ont été pris en compte dans le calcul des concentrations finales.
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2. Etude de l’espace de téte des modéles fromagers

Pour analyser la composition de I’espace de téte (« headspace ») d’un échantillon, il faut
procéder a 1’échantillonnage de la phase vapeur présente au-dessus du produit, dans des
conditions de température et d’agitation définies. Les composés d’ardme libérés dans la phase

vapeur sont pié¢gés sur une fibre SPME.

Dans notre cas, I’échantillon a analyser consistait en 5 g de modéle fromager, découpés en
trés petites particules (~ 1-2 mm) a partir d’un échantillon congelé. Les petites particules ont
¢été tassées au fond d’un flacon en verre dont la partie supérieure était fermée par un bouchon
muni d’un septum transpergable (Figure 15). Il était important d’étre le plus reproductible

possible, afin d’avoir un volume gazeux identique pour toutes les mesures.

gj bouchon avec septum

—F— espace de téte (air)

—+——— échantillon (petites particules)

e

Figure 15 : Schéma d’un flacon pour I’analyse de la phase vapeur au-dessus d’un
échantillon de modéle fromager

Les flacons préparés ont été déposés sur le portoir refroidi du passeur automatique Gerstel
MPS2 (Gerstek Inc, Mulheim an der Ruhr, Allemagne) maintenu a 10 °C. Avant prélévement,
les flacons ont subi une mise a 1’équilibre thermodynamique entre la phase vapeur et

I’échantillon (2 h a 32 °C sous agitation).

Initialement, une température de 25 °C devait étre choisie, afin d’étre dans les mémes
conditions de température que celles employées pour les études de mobilité et libération du
sodium. Mais, a 25 °C, trés peu de composés sont libérés dans la phase vapeur. Ainsi, nous
avons choisi de nous placer a 32 °C, afin de simuler plutot la température en bouche (Fabre,

2002).

133



Apres mise a I’équilibre (2h, 32 °C), les composés d’arome libérés dans la phase vapeur ont
été piégés sur une fibre SPME (DVB, Carboxen, PDMS, 2 cm, 50/30 um, Supelco) pendant
45 min, via un passeur automatique MPS2. La fibre est alors désorbée pendant 15 min (5 min
en mode splitless et 10 min en split pour reconditionner la fibre SPME) dans I’injecteur a
240 °C d’un chromatographe en phase gazeuse HP 6890, couplé a un détecteur sélectif de
masse MSD 5973 (Aligent Technologies) opérant en mode ionisation électronique (70 eV).
Les conditions chromatographiques sont les mémes que celles citées précédemment pour la

quantification des composés d’arome.

Les surfaces des pics des chromatogrammes ont été comparées, mais les coefficients de
partage n’ont pas ¢té calculés. Il s’agit donc d’une analyse comparative, non quantitative de la

quantité de composés d’arome libérés dans la phase vapeur.

3. Etude in vivo de la libération des composés d’arome en conditions de mastication

a. Les sujets

Pour cette étude, 10 sujets sains (6 femmes et 4 hommes), agés de 20 a 30 ans, ont été
recrutés. Chaque sujet est venu lors de 3 séances individuelles d’une durée de 1h30 chacune.
Les séances avaient lieu a la méme heure pour chaque sujet. Quatre créneaux horaires ont été
proposés par journée : 9h30-11h; 12h-13h30; 14h30-16h et 17h-18h30. L’ensemble des
séances pour tous les sujets a été réparti sur deux semaines et demie. La totalit¢ des séances a
été rémunérée a hauteur de 50 euros. Il était demandé aux participants de ne pas manger, de
ne pas boire, de ne pas fumer et de ne pas se parfumer au moins une heure avant la séance.
Chaque sujet a recu une fiche d’information et de consentement a signer au début de 1’étude.
De plus, le protocole d’¢tude a été validé éthiquement par le Comité de Protection des
Personnes Est-1 (CPP, France, N° 2010/22) le 7 juin 2010 et, également, par 1’Agence

Frangaise de sécurité sanitaire des produits de santé (AFSSAPS, France) le 27 janvier 2011.

b. Procédure

Lors de la consommation des modéles fromagers, la libération rétronasale des composés
d’ardbme a ¢été suivie dans ’air expiré par spectrométrie de masse avec ionisation chimique a

pression atmosphérique (APCI-MS).
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Au début de la premiére séance, un produit « blanc » (5 g de fromage Babybel®™) dont les
résultats n’ont pas été pris en compte, a été donné au sujet pour qu’il se familiarise avec le
protocole. Par la suite, 10 échantillons de modeles fromagers (5 g chacun) ont été servis a
13 °C. Entre deux échantillons, il était demandé au sujet de se rincer la bouche avec de la
pomme, du pain et de I’eau. Les produits ont été servis selon un ordre aléatoire, d’aprés un
carré latin de Williams. A chaque séance, au moins un échantillon de chacun des six mod¢les
fromagers a été servi. Sur I’ensemble des trois s€ances effectuées, 5 répétitions de chaque
modele fromager ont été servies.

Lors du suivi de la libération des composés d’ardme par APCI-MS, le sujet devait positionner
I’extrémité de la canule reliée au spectrométre de masse dans une narine et respirer
normalement. Ensuite, il lui était demandé de mettre en bouche I’échantillon de fromage et de
le consommer tout en gardant la bouche fermée. Un schéma illustratif du dispositif est

présenté sur la Figure 16.

Libération rétronasale >
des composés d’arome

Composés d’ardme oV

Spectrometre APCI-MS

Figure 16 : Schéma illustratif du dispositif d’APCI-MS pour suivre la libération in vivo
des composés d’arome

Un protocole de consommation libre a été choisi, c’est-a-dire que les sujets étaient libres de
manger comme ils le font normalement (pas de mastication ni de déglutitions imposées).
L’enregistrement APCI-MS a été effectué durant trois minutes, couvrant ainsi la durée de
consommation du produit.

La méthode APCI-MS a été inspirée de celle décrite par Le Quéré, J-L. ef al. (2006). L air
expiré a été prélevé a un flux de 49 mL.min"' et introduit, a travers un capillaire en silice
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fondue désactivée (diameétre interne = 0,53 mm) chauffé a 150 °C, dans la source d’ionisation
d’un spectrometre de masse a trappe ionique (Esquire-LC, Bruker Daltonique, Wissenbourg,
France). Une décharge positive de 6 kV a été¢ appliquée a une aiguille Corona. Les ions
moléculaires de type MH' correspondant aux composés d’ardme ionisés ont été suivis:
diacétyle (m/z=87), acide butanoique (m/z =89), heptan-2-one (m/z =115), butanoate
d’éthyle (m/z =117), octan-3-one (m/z=129), nonan-2-one (m/z=143) et hexanoate
d’éthyle (m/z = 145).

c. Traitement des données obtenues par APCI-MS

Avant d’étre analysées, les courbes de libération des composés d’arome, obtenues par APCI-
MS, ont été lissées en utilisant le logiciel APCI® (créé et développé au laboratoire) de maniére
a ¢liminer les fluctuations de signal dues aux variations de respiration des sujets. Le niveau de
lissage a été fixé pour toutes les acquisitions de telle sorte que le profil obtenu soit
représentatif des fluctuations de libération d’ardme, sans perte d’information (ceci correspond
au niveau de lissage 5 dans le logiciel utilis¢). Trois principaux parametres ont été extraits de
chaque courbe individuelle de libération (Gierczynski et al., 2007) et sont fournis par le
logiciel pour chaque composé d’ardme étudié :

- L’aire sous la courbe (AUC (u.a.)), qui correspond a la quantité d’aréme libére,

- L’intensit¢é maximale de libération d’arome (/max (u.a.)) qui correspond au pic de

libération d’aréme,
- Le temps correspondant a I’intensité¢ maximale de libération d’arome (7max (min)).

Ces parameétres sont représentés sur la Figure 17 ci-dessous.
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< Area (AUC)
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Figure 17 : Profil de libération d’arome en APCI-MS et paramétres étudiés
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Dans le cas de notre étude, ces trois parametres ont été considérés avant et apres la premicre
déglutition. Ainsi, I’aire AUC avant la premicre déglutition a été notée AUC, et I’aire apres la
premiére déglutition AUC,. De la méme facon, Imax;, Imax,, Tmax, et Tmax, ont été

considérés (Figure 18).

Tmax,

Intensité (u.a.)

Imax,

1¢re déglutition

Figure 18 : Profil de libération d’aré6me en APCI-MS et paramétres étudiés, avant et
apreés la premiére déglutition

Le paramétre [max; / Tmax, (u.a.min™) a également été étudié. Il représente le taux de
libération d’ardme pendant la phase précédant la premicre déglutition (Repoux et al., 2012b)
et est noté 71L;.

Le ratio des quantités d’arome libéré avant et apres déglutition a également été calculé et il
correspond au ratio AUC,/ AUC,.

Les valeurs des quantités de composés d’ardme libérés (aires AUC, AUC, et AUC,) et les
intensités maximales de libération (/max, Imax, et Imax,) qui seront présentées dans la partie
Résultats correspondent aux valeurs de ces parameétres (obtenues apres lissage) divisées par
les concentrations quantifiées des composés d’arome. Les parametres ont été
spécifiquement divisés par les valeurs de concentrations obtenues pour chaque batch de
fabrication de modele fromager. La prise en compte des concentrations quantifiées permet
d’éviter de comparer des intensités finales de libération qui ne correspondraient pas aux

valeurs réelles.
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d. Suivi de la mastication

L’activité musculaire masticatoire a ¢ét¢ mesurée lors de la consommation des modeles
fromagers par électromyographie (EMG) de surface. Cette mesure a été effectuée
simultanément a la mesure de libération rétronasale des composés d’arome par APCI-MS

(Figure 19).

électrodes
EMG

canule
APCI-MS

Figure 19 : Dispositifs APCI-MS et EMG pour P’analyse simultanée de la libération
d’arome et des contractions musculaires

Les signaux électromyographiques (en mV) des muscles masséters superficiels (droite et
gauche) et des muscles temporaux antérieurs (droite et gauche) ont été enregistrés au moyen
d’¢lectrodes de surface en or (Grass Telefactor, West Warwick, RI, USA) recouvertes d’un

gel conducteur (Yven ef al., 2012). La position de ces muscles est précisée sur la Figure 20.

Muscle temporal droit (haut)
et muscle masséter droit (bas)

Figure 20 : Emplacement des muscles masséter et temporal (coté droit du visage)
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Les électrodes ont été connectées a un boitier convertisseur de signal, lui-méme relié a un
amplificateur de signal. Le signal électrique, résultant des cellules nerveuses et qui provoque
la contraction lors de la mastication, a été enregistré par le logiciel Spike 2 (Cambridge
Electronic Design, U.K.) et les signaux EMG rectifiés des 4 muscles ont été analysés (Mioche

etal., 1999 ; Mioche et al., 2002).

Cinq parametres masticatoires ont été¢ considérés lors de la consommation du modele

fromager :
- Le nombre de cycles masticatoires (V). Un cycle correspond a un coup de dent.
- La durée totale de la mastication (D;, exprimée en s.).
- La durée d’un cycle masticatoire (D,, exprimée en s.), ou D, = Dy / N.

- Le travail total musculaire (7}, exprimé en mV.s). W; correspond a I’aire de la surface

du signal de I’activité musculaire.
- Le travail musculaire d’un cycle masticatoire (., exprimé en mV.s), ou W, = W,/ N..

Les données collectées ont été moyennées pour les quatre muscles considérés. Cinq

répétitions ont été effectuées pour chaque produit.

e. Suivi des déglutitions

Simultanément aux mesures de libération d’arome et de mastication, les déglutitions ont été
suivies tout au long de la consommation du modéle fromager. Le protocole libre de
consommation (c’est-a-dire sans contrainte de mastication, ni de déglutition) a permis le suivi
réel des déglutitions. Les sujets de 1’étude devaient indiquer chaque déglutition par un
tapement sur une surface plane située a coté d’eux. La durée avant la premicre déglutition,
ainsi que le nombre total de déglutitions ont donc été notés manuellement, en fonction des

indications des sujets.
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V. Etude de la perception sensorielle des modeles fromagers
Afin d’étudier la perception sensorielle des modeles fromagers, un profil sensoriel

conventionnel a été réalisé (AFNOR, 1995, 2010).

1. Les produits

Les modéles fromagers sont les mémes que ceux décrits précédemment. Lors des séances du
profil sensoriel, les produits ont été servis a la température de 13 °C, sous la forme d’une

portion de type « camembert » pesant 4 g (+ 0,2g) (Figure 21).

~2,2cm

~2.3cm

~13em §

Figure 21 : Dimensions d’un morceau de fromage de 4g (£ 0,2 g) servi lors des séances
de notation

2. Les juges/ Le panel

Trente-deux sujets ont été présélectionnés dans une base de données (Panelsens, déclaration
CNIL 1148039) regroupant des informations concernant pres de 7000 personnes candidates
ou ayant déja participé a des séances d’évaluation sensorielle dans le cadre des recherches
menées au CSGA. Les principaux critéres de présélection étaient la disponibilité et la
motivation apparente. Les sujets ont ensuite ét€¢ convoqués a une séance de sélection portant

sur leurs capacités sensorielles.

Sur les 32 sujets présélectionnés, 29 ont répondu présents a la séance de sélection. A I’issue
des six tests de la séance de sélection, 16 sujets ont été retenus pour former le panel de
I’étude. Ils ont été choisis selon les résultats obtenus et leur disponibilité. Le panel a donc été
composé de 10 femmes et 6 hommes agés de 19 a 60 ans, la moyenne d’age étant de 41 ans.
Parmi eux, 11 possédaient déja une expérience dans des études d’analyse sensorielle (dont 2

ayant d¢ja réalis¢ un profil).
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3. La séance de sélection

Au cours de cette séance, chaque candidat a effectué¢ six tests qui ont permis d’évaluer : la
sensibilité gustative, la capacité a utiliser une échelle de notation, la sensibilité olfactive, la
capacité a se concentrer, la capacité¢ a discriminer qualitativement et quantitativement des
stimuli et la capacité a développer du vocabulaire. Les six tests s’inspirent de tests réalisés
antérieurement par d’autres auteurs (Gervais & Sauvageot, 1984 ; Issanchou & Lesschaeve,
1993), mais ils ont été orientés en fonction des produits a analyser et de la tiche que les juges

ont di effectuer. Les six tests sont les suivants :

Test de reconnaissance des saveurs (salée, sucrée, amere, acide et umami).
- Test de notation sur échelle (également appelé test des figures grisées).

- Test de reconnaissance des odeurs (European Test of Olfactory Capabilities,

« ETOC ») (Thomas-Danguin et al., 2003).
- Test BOURDON T.I.B (test de concentration mentale) (Vos, 1998).

- Test de classement des saveurs salées (concentrations en NaCl dans de 1’eau: 0 g.L™ -

1,5gL"-20gL'-2,6gL'-34gL™").

- Test de fluence verbale (fluence sémantique autour du mot « ciel »).

4. Les séances

L’¢étude a comporté 15 séances d’environ 1 heure, débutant a 16h, a raison de 2 fois par
semaine. Elles se sont déroulées dans une salle de dégustation de I’'INRA. Le profil a duré
1 mois et demi, du 9 mai au 26 juin 2012. Pour les séances, il était demandé aux participants
de ne pas manger, de ne pas boire, de ne pas fumer et de ne pas se parfumer au moins une
heure avant la séance. Chaque sujet a recu une fiche d’information et de consentement a
signer au début de 1’étude. Les sujets ont été rémunérés 10 euros par séance (par
¢tablissement d’un contrat de travail). L’¢tude s’est intéressée a plusieurs dimensions

sensorielles : les aromes, les saveurs, la texture et les odeurs.

Au sein d’un profil sensoriel, les séances comportent des activités diverses qui constituent les
différentes étapes du profil (Stone et al, 1974). Deux composantes clés rythment le

déroulement et le contenu des séances :

141



- les différentes étapes théoriques du profil (familiarisation avec les produits, génération
des descripteurs, tris successifs des descripteurs, création d’un aide-mémoire, séances

d’entrainement a la notation des produits, mesures finales...)

- les performances des juges et leur progression (maitrise des descripteurs, capacité a

noter de la méme fagon d’une séance a I’autre, accord avec le groupe...)

En fonction de ces paramétres, 1’expérimentateur propose au panel des séances adaptées en

vue d’obtenir des résultats satisfaisants a 1’issue du profil.

a. Familiarisation et élaboration du vocabulaire

La phase de familiarisation a permis tout d’abord aux juges de découvrir les produits de
I’étude. Elle leur a également permis de mettre au point une liste de descripteurs qui ont servi
a la notation des produits : 5 séances d’une durée variant de 1h a 1h30 ont été consacrées a ces

travaux.

Lors de la premiere séance, les juges ont analysé un ensemble de 8 produits. Cet ensemble
était composé des 6 modeles fromagers et de 2 produits du commerce reconnus comme étant
les plus proches de ’espace produit de I’étude (Ficello® et Emmental Entremont allégé®).
Pour chacun des produits, les dégustateurs ont dii générer le plus grand nombre de
descripteurs sensoriels caractérisant les produits lors de leur consommation. Les 2 produits
commerciaux ont été¢ ajoutés dans le but de favoriser une plus grande génération de termes.
Au cours de cette premiere séance, les expérimentateurs ont pu constater la tendance des juges
a sentir les produits avant de les mettre en bouche. Ainsi, une dimension « odeur » a été
ajoutée a I’étude a ce stade du profil. Les juges ont donc également généré des descripteurs

d’odeurs, qui ont été traités de la méme manicre que les autres.

Lors de la seconde s€ance, apres une mise en commun de chacun des descripteurs générés par
le panel, un débriefing a permis d’apporter de la précision aux termes trop vagues et
d’éliminer les termes hédoniques ou évoquant des quantités. En cas de désaccord entre les
juges, ou bien lorsque certains juges ne comprenaient pas réellement le(s) terme(s) employé(s)
par d’autres, I’animateur a proposé¢ des références ou des définitions verbales afin de créer un
consensus autour du descripteur. A I’issue du débriefing, une liste de 26 descripteurs a été

créée (Tableau 9).
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Tableau 9 : Premiére liste de descripteurs sensoriels générés par le panel

Descripteurs de saveurs,

. s . n Descripteurs de texture  Descripteurs d’odeurs
sensations trigéminales, aromes

Saveurs, sensations trigéminales

Salée Lisse en bouche Lactée
Sucrée Collant Beurre / Créme
Astringence Texture morcelée Chimique
Note piquante Ferme Fromage fondu
Compact Plastique
Aromes Elastique Fruitée
Ardme global Mou Fraise
Arome artificiel Pateux
Note lactée Fondant

Note fruitée
Note épicée
Note beurre et créme

Lors de la troisiéme séance, les juges ont été amenés a noter ’intensité de présence de chacun
des descripteurs dans les 8 échantillons ayant servi a la génération des termes. Les 2 produits
commerciaux ont été¢ conservés pour la notation afin de ne pas perturber les juges. La notation
a été faite a I’aide d’échelles structurées a six niveaux. Les notes d’intensité allaient ainsi
de 0 (descripteur absent) a 5 (descripteur trés présent) au moyen d’une s€ance créée avec le
logiciel FIZZ (version 2.46B, Biosystémes, Couternon, France). Les notes des 2 produits du
commerce ont été retirées du fichier résultat afin de ne garder que les modéles fromagers de

I’étude.

Plusieurs analyses statistiques ont été effectuées sur ces données. La moyenne géométrique
(Dravnieks et al., 1978) a permis d’indiquer le niveau d’utilisation de chaque descripteur. Le
classement des descripteurs selon I’importance de cette moyenne a permis d’éliminer un
certain nombre de descripteurs dont les moyennes géométriques étaient relativement faibles
(valeur inférieure a 10% en pourcentage cumulé dans notre cas). Une analyse de variance
(ANOVA) a 2 facteurs (produit et sujet) a permis de mettre en évidence les descripteurs pour
lesquels les sujets faisaient une différence significative entre les modeles fromagers. Enfin,
une étude de la matrice des corrélations entre descripteurs a permis de visualiser les

descripteurs synonymes ou antonymes et d’effectuer d’éventuels regroupements.
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A I’issue de ces analyses statistiques, une réduction du nombre de descripteurs a eu lieu par
suppression des termes non discriminants ou par regroupement des synonymes. Cette
réduction a été établie aprés consultation et accord du panel. Elle a également été affinée au
cours des séances d’entrailnement. Une liste de 18 descripteurs a ainsi été retenue

(Tableau 10) : 12 descripteurs en bouche et 6 descripteurs au nez (odeurs).

Tableau 10 : Liste affinée des descripteurs sensoriels générés par le panel

Descripteurs de saveurs, ardmes Descripteurs de texture  Descripteurs d’odeurs

Saveurs Texture morcelée Lactee
Salée Gras en bouche Créme
Lisse en bouche Beurre

Aromes Elastique Fromage fondu
Arome global Dureté (mou a dur) Fruitée
Note fruitée Collant Fraise

Note lactée Compact

Note beurre/gras

Malgré un entrainement adapté effectué sur les odeurs, aucun des juges n’est parvenu a faire
de différences entre les produits pour aucun descripteur d’odeurs (p > 0,05), comme le montre
la Figure 22 ci-dessous ou aucun descripteur d’odeurs n’est discriminant. Ainsi, en raison du
temps imparti pour cette étude et par souci d’obtenir des résultats de qualité, nous avons

décidé de supprimer la dimension « odeurs » du profil sensoriel.
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Figure 22 : Pouvoir discriminant (ANOVA) pour les descripteurs d’odeurs sur quatre
répétitions
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b. Création d’un aide-mémoire

Un aide-mémoire a été créé avec les juges afin d’optimiser leur maniére de noter les produits
(Annexe 2). Cet aide-mémoire est un document détaillant chacun des descripteurs en bouche,
générés précédemment (descripteurs de saveur, d’ardbmes et de texture). L’aide-mémoire
indique la définition, la temporalité (&2 quel moment le descripteur apparait dans la
dégustation), la localisation (a quel endroit de la bouche apparait-il) et le mode opératoire de
dégustation (la manicre dont le juge procede pour évaluer le descripteur). Les trois derniers
parametres (temporalité, localisation, dégustation) concernent principalement les descripteurs
de texture. Des produits-références correspondant aux bornes des échelles de notation y
figurent également (les produits servant de reperes inférieurs et supérieurs des bornes). Cet
aide-mémoire permet a tous les juges d’avoir une définition commune des descripteurs, ce qui
est primordial pour un profil sensoriel. Les définitions ainsi que les bornes des descripteurs
sont données dans le Tableau 11. Les bornes des descripteurs ont été choisies dans 1’espace

produit des fromages et des produits laitiers.
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Tableau 11

: Descripteurs sensoriels en bouche figurant dans 1’aide-mémoire des

panélistes
. P Borne Borne
Descripteur Définition NP -
inférieure supérieure
Saveurs
SRRy . : olution
Intensité salée Présence plus ou moins forte de sel Eau S B
salée (7g.L7)
Aromes
s Camembert
Intensité de
aromatique Goft plus ou moins prononcé absence .
lobale Normandie
& au lait cru
oy i (t d’ i Yaourt
Note fruitée Qui rappelle le gou‘F d’un ou plusieurs ubsence aourt
fruits multi-fruits
, . . . . Lait entier
Note lactée Qui a le gott de lait, de créme absence e,
stérilisé
Note Got plus ou moins prononcé de beurre,
absence Beurre
beurre/gras de gras
Texture
. . s . Fromage fondu
Textur’e Qui se fractionne, qui fait de petits La Vache qui Mimolette
morcelée morceaux en bouche rit®
ui nappe la bouche, qui laisse un film  Fromage blanc Brillat
he ~ Quinappelabouct , :
Gras en bouche huileux/lipidique en bouche a0% Savarin®
Lisse en bouche Qui glisse n bouche .(C.Ofltralre de Parmesan Cancoillotte
rugueux), notion de fluidité en bouche
Elastique Qui est caoutchouteux, qui résiste a la Fromage
q mastication Yaourt nature Ficello”
Dureté Qui est difficile a croquer, contraire de ~ Fromage frais Parmesan
(mou a dur) mou Kidiboo®
Collant Qui colle aux dents et au palais Yaourt nature  Cancoillotte
Mousse de
. . L fromage frais Emmental
Qui reste dense en bouche, qui est épais, omage
Compact difficile a mastiquer de type marque
d Rondelé” ail et  Carrefour”

fines herbes
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c. Entrainement et séances de mesures

Les étapes d’entrainement et de mesures du profil sont des étapes de notation de produit.
Chaque juge a di noter I’intensité de chacun des descripteurs en bouche (Tableau 12) dans les
échantillons de modeles fromagers présentés. Lors des séances, les échantillons ont été
identifiés par un code aléatoire a 3 chiffres et présentés de fagcon monadique afin d’éviter toute
comparaison. L’ordre de présentation des échantillons a différé pour chaque juge. Il a été
¢tabli selon la méthode du carré latin de Williams afin de limiter les effets d’ordre et de report
(Schlich, 1993). Sept séances d’entrainement ont constitué¢ un préambule aux 3 séances de
mesures. Lors de I’entrainement, les cabines de dégustation ont été éclairées en lumicre
blanche car il n’y avait pas de différence d’aspect entre les modéles fromagers. Trois
morceaux de fromage ont été servis aux juges pour effectuer la notation des 12 descripteurs en
bouche. Dans ce cas, les juges ont dii mettre la totalit¢ du morceau de fromage en bouche. Un
seul morceau leur a été servi pour noter les 6 descripteurs d’odeur. Les juges devaient alors
sentir le morceau et noter I’intensité de chacun des descripteurs percus (de 0 a 10) sur les
échelles linéaires affichées sur I’écran de la séance FIZZ. Plusieurs morceaux de pommes,
deux tranches de pain sans sel et un gobelet d’eau ont été servis pour se rincer la bouche entre
deux échantillons. La pomme a permis de nettoyer la bouche des éventuels résidus de gras
laissés par les modeles fromagers. Le pain a été choisi sans sel car I’étude portait en partie sur
la perception salée (cela a permis de ne pas créer de rémanence du sel en bouche). Enfin I’eau

a permis d’éliminer les résidus les plus tenaces.

Pour la notation de I’intensité¢ de la saveur salée, une échelle inspirée des échelles utilisées
dans la méthode Spectrum™ a été utilisée (Meilgaard ef al., 1991). La notation s’est effectuée
de 0 a 10, mais quatre solutions salées ont été présentées au sujet pour 1’aider dans sa notation
(Tableau 12).

Tableau 12 : Concentrations en NaCl des différentes solutions de référence utilisées pour
les échelles Spectrum de P’intensité salée

Solution Pourcentage échelle Concentration en NaCl
1 16,7 % 2gL"
2 33,3 % 35gL"
3 56,7 % 5gL"
4 100 % 7gL!

Les solutions ont été préparées dans de [’eau minérale Evian.
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Au terme de chaque séance d’entrainement, les résultats ont ¢té¢ collectés via le fichier
« résultats » généré par le logiciel FIZZ. Une série d’analyses statistiques (détaillées ci-apres)
a fourni un apergu des performances globales et individuelles du panel. Les résultats de ces
analyses étaient parfois présentés aux sujets en début de séance, afin de leur présenter leurs
performances (et améliorations éventuelles). Pour certaines analyses, deux séances au moins

¢taient nécessaires (par exemple, la répétabilité).

VI. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques des ¢tudes décrites dans ce manuscrit ont été effectuées avec
le logiciel Statistica (version 10, Statsoft, France). En complément, pour les données du profil
sensoriel, le logiciel FIZZ (version 2.46B, Biosystémes, Couternon, France), et la Sensobase®
(application internet développée par la plateforme Chemosens du CSGA, permettant

d’analyser les performances d’un jury d’analyse sensoriel) ont été utilisés.

1. Analyses statistiques pour les données in vitro de mobilité/libération (sodium et
composés d’arome)

Afin de comparer les données obtenues pour les différents modeles fromagers, des analyses

de variance (ANOVA) a deux facteurs (sel, ratio L/P) et interactions (sel*ratio L/P) ont été

réalisées. Lorsque des différences étaient percues pour un parametre, un test LSD (« least

significant differences ») a été réalisé pour déterminer les différences significatives. Le niveau

de significativité a été fixé a p < 0,05.

Afin de mettre en évidence des corrélations entre parametres, des coefficients de corrélation

de Pearson (7) ont pu étre calculés.

2. Analyses statistiques pour les données in vivo de libération du sel en bouche, de
libération des composés d’arome et de mastication

De la méme facon que pour les données in vitro, les données in vivo obtenues pour les
différents modeles fromagers ont été comparées par ANOVA. En situation de consommation
de modele fromager, il existe toujours des différences inter-individuelles lors des mesures de
libération de composés volatils (Pionnier et al., 2004a) ou non volatils (Pionnier et al.,
2004b). Ainsi, trois facteurs ont été considérés pour les mesures in vivo (sel, ratio L/P et

sujet), ainsi que leurs interactions.
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Lorsque des différences étaient percues pour un paramétre, un test LSD a aussi ¢té réalisé
pour déterminer les différences significatives. Le niveau de significativité a été fixé a
p <0,05. Comme pour les données in vitro, des coefficients de corrélation de Pearson () ont
pu étre calculés afin de mettre en évidence des corrélations entre parametres. Par ailleurs, des
représentations ACP (analyse en composantes principales) ont été utilisées afin de visualiser

la variabilité, et les associations potentielles, entre les paramétres in vivo étudiés.

3. Analyses statistiques pour les données d’étude sensorielle

a. Les sujets

Les performances du panel ont ¢été évaluées a 1’échelle globale et a I’échelle individuelle.
Elles ont ét¢ déterminées avec le logiciel FIZZ (version 2.46B, Biosystémes, Couternon,
France), le logiciel Statistica (version 10, Statsoft, France), ou par I’envoi de jeux de données

a la Sensobase®.

i.  Les performances globales

- L’accord global a été calculé a I’aide du coefficient de concordance de Kendall (W) :

Varionce

W =

Variance maximals

ou la variance désigne la variance des notes pour un descripteur.

- Le pouvoir discriminant global
Cette mesure a permis d’évaluer la capacité du groupe a faire une différence entre les produits
pour chacun des descripteurs. La mesure a été¢ obtenue grace au logiciel FIZZ par réalisation
d’'une ANOVA par descripteur (attribut) a 2 facteurs (produit et sujet) avec interaction
produit*sujet. La valeur de la Pvalue associée au F produit a été analysée : si celle-ci a été
indiquée significative (p <0,05), le panel a réussi a discriminer les produits pour le

descripteur en question.

- L homogénéité globale du panel
Elle a été calculée a partir du logiciel FIZZ au moyen d’une ANOVA par descripteur a
2 facteurs (produit et sujet) avec interaction produit*sujet. Tout comme pour le pouvoir
discriminant, le principe d’analyse a ¢ét¢ basé sur la significativit¢ de I’interaction
produit*sujet. Si cette interaction a ét¢ indiquée significative, le panel n’a pas été considéré

comme homogeéne pour la notation du descripteur analysé.
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ii.  Les performances individuelles

- L’accord individuel
L’accord d’un sujet avec le reste du groupe (classement des produits) est évalué¢ a 1’aide du
coefficient de corrélation de Spearman. Ce coefficient est calculé pour chaque descripteur et
pour chaque sujet et rend compte de la corrélation entre le classement du sujet et le
classement moyen du groupe.

- Le pouvoir discriminant individuel
Cette mesure a permis d’évaluer la capacité de chaque sujet a faire une différence entre les
produits pour chacun des descripteurs. Elle a été calculée par réalisation d’'une ANOVA a
1 facteur (produit) par descripteur et par sujet. Le principe est le méme que celui décrit
précédemment pour le pouvoir discriminant global (significativité).

- La répétabilité individuelle
Cette mesure a permis d’évaluer la capacité du sujet a donner des notes répétables d’une
séance a I’autre pour un méme produit. Elle a été calculée par réalisation d’'une ANOVA a
1 facteur (produit) par descripteur et par sujet. Cette mesure nécessite au moins 2 répétitions.
L’évolution de la répétabilité a été obtenue par calcul de la différence entre le carré moyen
résiduel (CMR) des répétitions 1 et 2, et le CMR des répétitions 1 et 3. S’il y a eu une
augmentation (valeur de différence positive), la répétabilit¢é a augmenté. S’il y a eu une

diminution (valeur de différence négative), la répétabilité a diminué.

b. Les produits
Un envoi du jeu de données & la Sensobase® a permis d’obtenir plusieurs résultats. L’AVC

(analyse en variables canoniques) a permis de visualiser les principales caractéristiques des
produits. Enfin, une ANOVA a plusieurs facteurs (ratio Lipides/Protéines, teneur en sel, sujet
et interactions) a ¢té réalisée avec le logiciel Statistica (version 10, Statsoft, France). Elle a
permis d’évaluer 1’existence d’un effet sel et/ou d’un effet du ratio Lipides/Protéines. Le test
LSD de Fisher a ensuite permis de déterminer I’existence de différences significatives entre
les produits (p <0,05). Une ACP (analyse en composantes principales) de confirmation a

¢galement été réalisée avec Statistica.

La partie Matériel et Méthodes a présenté les différents protocoles et les techniques
utilisées dans ce projet de thése. La partie suivante présente les résultats des différentes
études menées.

150



RESULTATS ET DISCUSSION
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Comme nous 1’avons mentionné auparavant, I’objectif de ’ensemble des travaux est d’étudier
I’influence de la composition de modeles fromagers (notamment ratio lipides/protéines (L/P)
et teneur en sel (NaCl)) sur la mobilité et la libération du sodium et des composés d’arome, et

I’incidence sur la perception.

Nous présenterons, dans un premier chapitre, les caractéristiques des modeles fromagers

choisis pour 1’étude (composition, structure, propriétés rhéologiques).

Nous décrirons, dans le deuxiéme chapitre, les résultats de mobilité et de libération du sodium
en conditions in vitro et en conditions in vivo (de consommation des produits). L’ impact de la
composition des modeles fromagers sur les mécanismes de mobilit¢ et de libération du

sodium sera discuté par rapport aux données de microstructure et de rhéologie.

Dans un troisieme chapitre, nous présenterons les résultats de libération des composés
d’arome des modeles fromagers, en conditions in vitro et en conditions in vivo. Ces résultats

seront également discutés en fonction des données des deux premiers chapitres.

Dans le dernier chapitre, nous présenterons les résultats de perception sensorielle des produits

(saveurs, aromes et texture), en relation avec les données précédemment obtenues.
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I. Caractérisation des modéles fromagers par mesures instrumentales

Afin de caractériser les modeles fromagers, les valeurs de pH, de matiere séche et de
concentrations en sodium ont été contrdlées. Les propriétés rhéologiques des modeles

fromagers ont ensuite été étudiées et la microstructure a été analysée.

1. pH des modeéles fromagers

Les valeurs de pH des mode¢les fromagers sont données dans le Tableau 13 ci-dessous.

Tableau 13 : Valeurs de pH des six modéles fromagers

Modgéles fromagers
L28P20 L28P20s L24P24 L24P24s L20P28 L20P28s

pH 6,75+0,01  6,68+0,04 6,85+0,01  6,70+0,04  6,85+0,03  6,73+0,01

Les valeurs sont comprises entre 6,64 et 6,88. Dans certains cas, le pH peut influencer la
conformation des protéines (Casal et al., 1988 ; Martinho ef al., 2003 ; Swalils ef al., 2010) et
donc leur capacité de liaison avec des petits solutés (sodium, composés d’ardme), mais dans
la zone de pH concernée, on peut considérer que les faibles variations ne sont pas impactantes
sur les résultats des parametres ultérieurement présentés (mobilité du sodium et mobilité des

composés d’arome).
2. Teneur en matiere seche des modéles fromagers

Les teneurs en matiere séche des six modeles fromagers ne sont pas significativement
différentes (Tableau 14). Ceci correspond également a I’objectif recherché lors de la mise en
place des fabrications. Ainsi, on s’affranchit de 1’effet d’une variation de la teneur en matiére
séche (concernant les conclusions qui porteront sur la mobilit¢ du NaCl et des composés
d’arome). Ceci est un parametre important car la teneur en matiere seéche, et donc en humidité,

peut influencer la mobilité du NaCl et des composés d’arome (Lauverjat et al., 2009b).
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Tableau 14 : Valeurs de matiére séche des six modeéles fromagers

Modgéles fromagers
L28P20 L28P20s L.24P24 L.24P24s L20P28 L20P28s

Matiére  53,0£0,6“ 52,740,3“ 52,8+0,4“ 53,1+0,4“ 52,740,3“ 53,0+0,5“
seche (%)

“: les valeurs comportant la méme lettre ne sont pas significativement différentes (test LSD

de Fisher).

3. Teneur en sodium des modeéles fromagers
Les valeurs de teneur en sodium ont été délivrées par le Laboratoire Agrobio (Rennes) ayant

effectué les analyses (Tableau 15).

Tableau 15 : Teneurs en sodium des six modeéles fromagers (dosage)

Modgéles fromagers
L28P20 L28P20s L24P24 L1.24P24s L20P28 L20P28s

Teneur en sodium  0,67£0,02 1,06+0,05 0,66+0,01 1,06+0,04 0,67+0,01 1,06+0,02
(%)

Le dosage du sodium confirme le fait que le sodium quantifié¢ des modeles fromagers sans
NaCl ajouté provient presque uniquement des sels de fonte. En effet, d’apres la teneur en
sodium mentionnée par le fournisseur de sels de fonte (dans le Tableau 7), on obtient :
[Na]sels de fonte = (pourcentage indiqué par le fournisseur)*(masse incorporée)/100
soit :  [Na]sels de fonte = 24,7 X (25/1000%100)/100

[Nasels de fonte = 0,62 %
Le faible écart entre le pourcentage calculé (0,62 %) et celui mesuré (0,67 %) peut provenir
soit du faible apport de sodium par les autres ingrédients, soit de la légere perte d’eau pendant
le processus de fabrication (qui entraine une augmentation relative de la concentration en
sodium).
Dans les modeles avec NaCl ajouté, le sodium provient a la fois des sels de fonte et du NaCl.
On sait que :
[Na]nact ajoute = (39,66)*(masse incorporée)/100
Soit :  [Na]naci ajouts = 39,66 x (10/1000*100)/100

[Na]nact ajouts = 0,40 %.
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En sommant les deux concentrations en sodium (des sels de fonte et du NaCl), nous
retrouvons la teneur en sodium total dosé¢ par le Laboratoire Agrobio, ce qui confirme les

hypotheses de provenance du sodium dans les matrices.

Apres la caractérisation physico-chimique des modeles fromagers, les propriétés rhéologiques

des produits ont ét¢ étudiées et sont présentées ci-apres.

4. Caractérisation de la rhéologie des modéles fromagers

a. Travail a la déformation maximale (W)

La Figure 23 représente 1’évolution du travail a la déformation maximale W et du module de

déformabilité MD.

1 600 -

600 W, en kJ.m-3 f MD, en kPa C

500 500 m[L28P20
mL28P20s

400 400 mL24P24
mL24P24s
m[L20P28

20 300 m.20P28s

200 200

100 100

0 0

Figure 23 : Travail a la déformation maximale (W) et module de déformabilité (MD) des
six modeles fromagers

*¢. les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme paramétre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher). Les écarts-types sont représentés.

L’analyse des variances (ANOVA) réalisée sur le travail a la déformation maximale (W)
indique que les six modeles fromagers sont significativement différents pour ce parameétre
(p <0,001). W reflete la résistance mécanique des produits (a la compression). La contrainte a
la déformation maximale (o) a aussi ét¢ mesurée (données non montrées) et elle évolue
exactement comme W et refléte également la résistance des produits. Elle ne sera donc pas

présentée.

156



i.  Effet du ratio L/P sur le travail a la déformation maximale

Les valeurs du travail a la déformation maximale (W) (et donc la résistance des produits)
augmentent significativement quand le ratio L/P (lipides/protéines) diminue (p <0,001)
(Figure 23). Ceci est cohérent avec le fait que les protéines de lait contribuent a la fermeté
alors que la matiére grasse laitiere contribue au caractére onctueux/mou du fromage
(Lebecque et al., 2001). L’augmentation de résistance pour les ratios L/P plus bas peut
¢galement s’expliquer par une moins grande hydratation des protéines. En effet, la teneur en
protéines augmente, mais la teneur en eau reste la méme. Or, une phase protéique moins
hydratée conduit a une matrice plus compacte et plus résistante (Hogan et al., 2012 ;
McMahon et al., 2005). Par ailleurs, les interactions entre protéines sont responsables de la
formation d’une matrice pendant le processus de refroidissement, conduisant a une
augmentation de la viscosité (Dimitreli & Thomareis, 2004 ; Lee et al., 2003), et donc de la

résistance.

ii.  Effet de la teneur en NaCl sur le travail a la déformation maximale

Les valeurs du travail a la déformation maximale W diminuent significativement dans les
modeles fromagers avec NaCl ajouté (p <0,001), comparativement aux versions sans NaCl
ajouté¢ (Figure 23). Ceci signifie que les matrices avec NaCl sont moins résistantes. Ces
résultats sont en accord avec une étude ayant mis en évidence une réduction de la fermeté de
modeles fromagers quand la concentration en NaCl était plus importante (Floury et al.,
2009b). Cette diminution de résistance suite a I’ajout de NaCl pourrait s’expliquer par une
plus grande proportion d’ions Na’ pouvant étre liés aux caséines. En effet, une plus grande
liaison des ions Na' par les caséines conduit a une meilleure hydratation de ces protéines
(Hardy & Steinberg, 1984). Ainsi, la plus grande capacité d’hydratation des caséines pourrait

expliquer la diminution de résistance observée pour les versions avec NaCl ajouté.

iil. Cas particulier du modele fromager L28P20s

Parmi les six mod¢les fromagers, celui avec le ratio L/P et la teneur en sodium les plus élevés
(modele L28P20s) présente la plus faible valeur de résistance mécanique. De plus, il a été le
seul a se fracturer sous les conditions de compression appliquées. L’absence de fracturation
pour les autres modeles fromagers est due a la structuration des modeles fromagers apres leur
fabrication. En effet, le processus de fabrication (et notamment le refroidissement rapide apres

fabrication) ne permet pas la formation d’un réel réseau protéique.
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Plusieurs heures a haute température (et la présence d’un précurseur) auraient été nécessaires
pour la formation d’un véritable réseau protéique. Dans le cas des modeles fromagers, il s’agit
plutét d’un systéme composé de deux phases en mélange : une phase lipidique et une phase
protéique. Les caséines, dont les micelles ont été déstructurées sous ’action des sels de fonte,
sont agrégées et non en réseau. Ainsi, lors de la compression, les phases se
déforment/“bougent” entre elles. La fracture ne se produit pas. L’observation de la
microstructure des modeles fromagers, décrite ultérieurement, apportera des €léments de

compréhension quant a la présence de fracture du modele L28P20s.

b. Module de déformabilité (MD)

i.  Effet duratio L/P sur le module de déformabilité
L’ANOVA réalisée sur les valeurs du module de déformabilité (MD) montre un effet

significatif du ratio L/P (p <0,001) : les valeurs de MD augmentent quand le ratio L/P
diminue (Figure 23). Ces résultats sont en accord avec ceux de précédents travaux réalisés sur
des matrices lipoprotéiques (Lawrence ef al., 2012). L’augmentation de MD signifie que
I’¢lasticité rhéologique diminue. Par élasticité rhéologique, il est entendu « la tendance d’un
corps a retrouver sa forme et ses dimensions initiales, lorsque toute contrainte est 6tée » (FIL-
268, 1991). Ainsi, les modéles fromagers possédant le ratio L/P le plus faible (20/28)
apparaissent comme étant les moins élastiques (MD plus élevé), alors que le modéle L28P20
apparait comme ¢étant le plus élastique. Les trois autres modeles présentent une élasticité
intermédiaire. Ceci peut s’expliquer par le fait que la mati¢re grasse forme des inclusions
¢lastiques dans la phase protéique, conférant a la matrice ses propriétés rhéologiques

(Marshall, 1990).

ii.  Effet de la teneur en NaCl sur le module de déformabilité

L’effet du NaCl sur les valeurs de MD n’est significatif que pour les modeles fromagers dont
le ratio L/P est égal a 28/20 (p =0,046) : les valeurs de MD augmentent suite a 1’ajout de
NaCl (Figure 23). Par ailleurs, on peut remarquer que la plus faible résistance du modéle
fromager L28P20s n’est pas associée a la plus faible valeur du module de déformabilité. La

fracture de cet échantillon ne s’explique pas par une déformabilité différente.
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Les mesures rhéologiques du travail a la déformation maximale et du module de déformabilité
nous ont permis de caractériser la résistance et 1’¢lasticité des produits mais, afin de mieux
comprendre les causes des différences rhéologiques observées, la microstructure des modeles
fromagers a été observée. En effet, la texture du fromage est I’expression macroscopique de la
structure de la matrice du fromage, c’est-a-dire de sa composition et de son organisation

(Guinee & Fox, 2004a).

5. Caractérisation de la microstructure des modeéles fromagers par microscopie
confocale a balayage laser

L’observation de la microstructure des modéles fromagers, par microscopie confocale a
balayage laser, montre que les gouttelettes lipidiques sont distribuées de mani¢re homogene

dans la phase protéique (Figure 24).

Figure 24 : Observations de la microstructure des six modeles fromagers (microscopie
confocale a balayage laser).

Les clichés 1, 2, et 3 correspondent aux modéles L28P20, 1.24P24 et L.20P28 (versions
sans NaCl ajouté). Les clichés 4, S, et 6 correspondent aux modéles L.28P20s, L.24P24s et
L20P28s (versions avec NaCl ajouté).
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L’homogénéité des modeles fromagers est un paramétre important car elle rend ensuite
possible 1’étude de la mobilité du sodium et des composés d’arome dans un environnement
homogene. Cette homogénéité découle des conditions de fabrication qui ont été optimisées, et
notamment des conditions de température. A partir de 70-75°C, une pate lisse et homogeéne

peut, en effet, &tre obtenue (Mulsow et al., 2007).

a. Effet du ratio L/P sur la microstructure

L’effet du ratio L/P sur la microstructure peut étre observé sur les clichés de la Figure 24 : il y
a moins de gouttelettes lipidiques lorsque le ratio L/P diminue, ce qui est cohérent avec la
diminution de la teneur en matiere grasse. De plus amples informations sur I’effet du ratio L/P
seront données suite a I’analyse d’images sur les clichés de microscopie

(paragraphe 6 ci-apres).

b. Effet de la teneur en NaCl sur la microstructure

Quel que soit le ratio L/P, les modeles fromagers sans NaCl ajouté présentent des gouttelettes
lipidiques plus petites (taille de 5 um environ) que les modéles avec du NaCl ajouté (taille de
6-10 um environ). Ces résultats confirment des travaux précédents ayant montré une
augmentation de la taille des gouttelettes lipidiques dans des fromages frais suite a

I’augmentation de la teneur en sel (Wendin et al., 2000).

La plus petite taille des gouttelettes observée dans les modeles fromagers sans NaCl ajouté
peut expliquer leur plus forte résistance mécanique. En effet, des gouttelettes lipidiques de
petite taille, distribuées uniformément dans la phase protéique, procurent une plus grande
résistance aux forces appliquées, que 1’on peut attribuer a une augmentation des interactions
protéine-protéine et protéine-maticre grasse (Pereira e al., 2001). A IDinverse, une
augmentation de la teneur en maticre grasse provoque plus de zones de rupture de la matrice
protéique. Ceci réduit les interactions protéines-protéines et confeére ainsi au fromage un

caractere plus mou (Everett, 2007 ; McMahon et al., 1999).
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¢. Cas particulier du modéle fromager L.28P20s

La fracture au test de compression uniaxiale, qui s’est uniquement produite pour le produit
L28P20s serait expliquée par la taille importante des gouttelettes lipidiques. En effet, de plus
grosses gouttelettes lipidiques provoquent une plus grande perturbation dans la continuité de
la phase protéique (Lopez et al., 2008). Elles constituent des points de faiblesse de la matrice,
qui ont pu conduire a la fracture de celle-ci. Lors de la fracture, la matiére grasse est libérée

hors de la matrice et agit tel un lubrifiant (Marshall, 1990).

6. Analyse d’images des clichés de microscopie confocale

L’analyse d’images effectuée sur les clichés de microscopie permet d’affiner les observations
des clichés, en apportant des données chiffrées. Elle permet de déterminer le pourcentage de
surface occupée par les lipides sur les clichés, la taille moyenne des gouttelettes lipidiques et
leur indice de circularité. Les résultats obtenus pour ces trois paramétres sont successivement
présentés.

a. Pourcentage de surface occupée par les lipides dans les micrographes

Le pourcentage de surface occupée par les lipides dans le micrographe est donné pour chaque
modele fromager sur la Figure 25. Ce pourcentage représente la surface occupée par les

gouttelettes lipidiques, comparativement a la surface totale du cliché.
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Figure 25 : Surface occupée par les lipides, obtenue par analyse d’images des clichés des
six modéles fromagers
=4, les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme parameétre, sont
significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).
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i.  Effet du ratio L/P et de la teneur en NaCl sur le pourcentage de surface

occupé par les lipides

Un effet significatif du ratio L/P a été observé sur le pourcentage de surface occupée par les
lipides (p < 0,001): ce pourcentage diminue logiquement lorsque le ratio L/P diminue
(Figure 25). Pour un ratio L/P identique, aucune différence significative n’a été observée entre
les versions sans ou avec NaCl ajouté. Cela est cohérent, puisque les quantités de lipides sont

les méme pour un méme ratio L/P, quelle que soit la quantité¢ de NaCl.

Les valeurs de pourcentage de lipides trouvées par analyse d’images sont légerement
supérieures aux pourcentages de lipides incorporés pendant la fabrication. Les valeurs
trouvées sont respectivement de 35,3 % et 32,7 % pour L28P20 et L28P20s, au lieu de 28 % ;
respectivement de 29 % et 28,5 % pour L24P24 et L24P24s, au lieu de 24 %; et
respectivement de 22,4 % et 24,3 % pour L20P28 et L20P28s, au lieu de 20 %. La légere
surestimation du pourcentage de lipides par analyse d’images pourrait avoir plusieurs causes
telles que le biais potentiel et les effets de bords lors des traitements d’images successifs, la
Iégere fonte des gouttelettes lipidiques sous la chaleur du laser lors des observations (malgré
un soin particulier apporté sur ce point et la réalisation rapide des clichés), ou la diminution de
fluorescence de ’acridine orange, qui entrainerait une sous-estimation de la fraction protéique
et donc une surestimation de la fraction lipidique. En effet, une exposition prolongée a la
lumiere du laser peut parfois conduire a un phénomene de disparition/blanchiment du colorant
fluorescent, affectant ensuite les mesures quantitatives par exemple (Aguilera & Stanley,

1999).

Cependant, les valeurs de pourcentages de lipides (réelles et calculées) restent dans des
gammes trés proches. Ainsi, 1’analyse d’images fournit une information pertinente et une
méthode rapide pour approcher la teneur en maticre grasse de produits alimentaires. Ce type
de constatation a déja été effectué sur des muscles de beeuf (Kuchida ez al., 2000), ou sur des

filets de saumon (Stien et al., 2007).
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b. Taille moyenne des gouttelettes lipidiques

La taille moyenne des gouttelettes lipidiques est donnée pour chacun des six modeles

fromagers sur la Figure 26.
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Figure 26 : Taille moyenne des gouttelettes lipidiques, obtenue par analyse d’images des
clichés des modéles fromagers

. les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme paramétre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).

i.  Effet du ratio L/P sur la taille moyenne des gouttelettes lipidiques

L’effet du ratio L/P sur la taille moyenne des gouttelettes lipidiques est seulement significatif
(p <0,001) pour les trois modeles fromagers avec NaCl ajouté, avec des gouttelettes
significativement plus grosses pour le modele fromager L28P20s que pour les modéles
fromagers [L.24P24s et L20P28s (Figure 26). De plus grosses gouttelettes lipidiques ont
¢galement été trouvées dans des spécialités fromageres ou des cheddars plus riches en matiere
grasse (Auty et al., 1999 ; Wendin et al., 2000). L’agrégation des globules gras pour des

teneurs en matiere grasse plus élevées pourrait étre due au cisaillement pendant la fabrication.

ii.  Effet de la teneur en NaCl sur la taille moyvenne des gouttelettes lipidigues

Les résultats concernant la taille moyenne des gouttelettes lipidiques montrent un effet
significatif de 1’ajout de NaCl (p <0,001) (Figure 26). Les modeles fromagers sans NaCl
présentent des gouttelettes lipidiques d’une taille significativement plus petite que les modeles

fromagers avec NaCl ajouté. L’effet du NaCl sur la taille de gouttelettes lipidiques a
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¢galement été observé sur des émulsions a base de gélatine (Rougier, 2006). Cet effet de
I’ajout de NaCl sur la taille des gouttelettes peut s’expliquer par la liaison des ions Na' aux
caséines. En effet, la plus grande présence d’ions Na™ conduit a une plus grande hydratation
des protéines (Hardy & Steinberg, 1984). Ainsi, il se peut que de plus grands espaces soient
disponibles au sein de cette matrice hydratée pour I’inclusion de gouttelettes lipidiques. Les
gouttelettes lipidiques seraient donc de plus grande taille. Ce résultat pourrait expliquer la
baisse de la résistance mécanique pour les modeles fromagers avec NaCl ajouté. De plus
grosses gouttelettes lipidiques conduisent a une structure moins organisée et donc a une

matrice moins résistante (Pavia et al., 1999).

L’analyse d’images permet d’estimer précisément la taille des gouttelettes, contrairement a la
simple observation des clichés de microscopie confocale. Les modéles fromagers non salés
présentent des gouttelettes lipidiques dont la taille moyenne est de 5,1 um ; les mod¢les salés
L24P24s et L20P28s présentent des gouttelettes de 6,1 um ; et le modele L28P20s possede,

quant a lui, des gouttelettes dont la taille moyenne est de 7,0 pm.

c. Indice de circularité des gouttelettes lipidiques

Les indices de circularité des gouttelettes lipidiques des six modeles fromagers sont présentés

sur la Figure 27.
0,85 -
g 08
k]
(]
£ 075 B L28P20
(o]
= H L28P20s
23 07
o ’
@z W 124P24
£33
g W L20P28
o
g 06 B L20P28s
[}
2
2 055

0,5

Figure 27 : Indice de circularité des gouttelettes lipidiques, obtenu par analyse d’images
des clichés des modeles fromagers

. les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme paramétre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).
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i.  Effet du ratio L/P sur [’indice de circularité des gouttelettes lipidiques

Un effet significatif du ratio L/P sur la circularité a été observé (p <0,001) : les valeurs de
I’indice de circularité augmentent lorsque le ratio L/P diminue. Dans ce sens, Everett & Olson
(2003) ont montré que de petites surfaces de lipides étaient plus circulaires que de grandes
surfaces, indiquant que les surfaces plus grandes provenaient soit de groupes de gouttelettes,
soit de «pool » de lipides libres. Ainsi, quand le ratio L/P diminue, 1’augmentation de
circularit¢ des gouttelettes et la petite taille de celles-ci conduisent a une plus grande

organisation de la matrice et contribuent ainsi a une plus grande résistance mécanique.

ii.  Effet de la teneur en NaCl sur la circularité des gouttelettes lipidiques

L’indice de circularité des gouttelettes lipidiques n’est affecté par 1’ajout de NaCl que dans le
cas des mod¢les fromagers ayant le ratio L/P égal a 28/20 (Figure 27). Dans ce cas, I’indice de
circularit¢ augmente significativement pour la version avec NaCl ajouté¢ (p < 0,001).
L’augmentation de circularité pour le ratio L/P égal a 28/20 est également associée a la plus
grande différence de taille de gouttelettes entre le modele fromager sans NaCl (L28P20) et
celui avec NaCl ajouté (L28P20s). Pour ce ratio, les gouttelettes plus grosses seraient les plus
circulaires, montrant I’impact de la teneur en NaCl sur la taille et sur la forme des gouttelettes

lipidiques.

Les effets de la composition (ratio L/P et teneur en NaCl) sur tous les paramétres de

rhéologie et de microstructure sont résumés dans le Tableau 16.
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Tableau 16 : Récapitulatif des effets du ratio L/P et de la teneur en NaCl sur les
parametres de rhéologie et de microstructure

7 teneur en
Expérience Paramétres N ratio L/P
NaCl
W (résistance) 2 A
_ o (contrainte) A N
Rhéologie

7

MD (& 1/élasticité rhéologique) A

(seulement pour 28/20)

Pourcentage de lipides N NS

Microstructure : A
Taille des gouttelettes A

analyse (seulement pour versions salées)

d’images =
Indice de circularité 7

(seulement pour 28/20)

En résumé, ce tableau montre que la diminution du ratio L/P conduit a une augmentation des
parameétres rhéologiques (résistance, contrainte, déformabilité), associée a des gouttelettes
plus circulaires et globalement plus petites. Par ailleurs, I’augmentation de la teneur en NaCl
conduit a une diminution de la résistance et de la contrainte des modeles fromagers, alors que
la déformabilité est plus importante. De plus, I’ajout de NaCl dans les formules provoque une

augmentation de taille des gouttelettes et une augmentation de circularité.

Aprés avoir caractérisé la structure et les propriétés rhéologiques des modeles
fromagers, nous avons étudi¢ I’impact de ces parameétres et de la composition des
modeéles fromagers sur la libération du sodium et des composés d’arome dans différentes

conditions.
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II. Etude de la mobilité et de la libération du sodium

Dans un premier temps, la mobilité du sodium a été étudiée au niveau moléculaire, afin de
mieux comprendre les interactions pouvant avoir lieu entre les ions sodium et leur
environnement, a savoir les modeles fromagers. Ensuite, la libération de ces ions dans une

phase aqueuse (eau et salive) a été étudiée.

1. Niveau moléculaire : Etude du sodium par RMN

Deux populations d’ions sodium ont été étudiées : une population globale qui correspond au
sodium total, et une population d’ions présentant un mouvement restreint qui correspond au
sodium lié. Les résultats ont ét¢ obtenus d’apres les méthodes préalablement décrites dans

cette these, et expliquées plus en détail dans les théses de Mouaddab (2008) et Gobet (2008).

a. Quantification du sodium

I Quantification du sodium total

Le Tableau 17 présente les valeurs de concentrations en sodium obtenues par quantification
en RMN, ainsi que les valeurs obtenues par dosage des cendres des modeles fromagers, que

nous avons ajoutées pour rappel.

Tableau 17 : Quantification par RMN du sodium total des modéeles fromagers

[Na] (g/kg)  [Na] (g/kg)
Modgéles fromagers

(RMN) (dosage)
L28P20 5,19+0,17 6,57 £0,21
L28P20s 8,78 £ 0,42 10,54 + 0,53
L24P24 5,15+0,24 6,55+ 0,08
L.24P24s 8,88 + 0,04 10,58 + 0,39
L20P28 5,01 £0,03 6,61 +0,17
L20P28s 8,59 + 0,26 10,62 + 0,33

L’acquisition des signaux RMN a été effectuée avec le parametre P; optimal, c’est-a-dire la
valeur optimale de la durée d’impulsion m/2. On remarque qu’a cette valeur, les
quantifications sont trés répétables (Tableau 17). Les mod¢les fromagers avec NaCl ajouté
posseédent des valeurs significativement supérieures (p < 0,001) aux modéles fromagers sans

NacCl.
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Néanmoins, les concentrations en sodium quantifiées par RMN sous-estiment les

concentrations dosées dans les modeles fromagers.

Cette sous-estimation pourrait avoir deux causes: une masse volumique des échantillons
inférieure a 1 kg.L™', ou une perte de sel par synérése (Gobet, 2008). Or, dans notre cas,
aucune des deux hypothéses ne convient car la densité des modéles fromagers n’est pas
inférieure 4 1 kg.L”' et aucune synérése n’a lieu, puisque c’est un critére que nous avons

choisi dans la formulation des mode¢les fromagers.

Afin de s’assurer que les écarts de concentrations ne proviennent pas d’un biais de la sonde
RMN (réponse non linéaire, écart de quantification), une courbe de calibration a été effectuce

avec des solutions de NaCl de concentrations différentes (Figure 28).
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Figure 28 : Correspondances entre les concentrations en NaCl quantifiées par RMN et
les concentrations en NaCl théoriques de cinq solutions de NaCl
La courbe de calibration atteste d’une linéarité¢ de réponse de la sonde et d’une trés bonne

quantification du sodium dans des solutions aqueuses de NaCl.

Par la suite, des tests de quantification ont été effectués en modifiant la valeur de la durée
d’impulsion P;. Une valeur de P,/4 a été choisie car il a ét¢é montré que I’on obtenait un pulse
non sélectif a des valeurs de P, inférieures ou égales a P,/4 (Fenzke ef al., 1984). Les valeurs
correspondantes de quantification de la concentration en sodium des trois modéles fromagers

avec NaCl ajouté sont présentées dans le Tableau 18.
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Tableau 18: Quantification par RMN du sodium total des modéeles fromagers avec NaCl
ajouté (durée d’impulsion : P,/4)

[Na] (g/kg)

Mode¢les fromagers répétition 1 répétition 2 moyenne
L28P20s 10,05 10,40 10,23
L24P24s 10,48 10,37 10,43
L20P28s 10,94 10,72 10,83

La diminution du P; a considérablement amélioré la quantification des ions sodium des
modeles fromagers avec NaCl ajouté. En revanche, la quantification du sodium des modeles
fromagers sans NaCl ajouté n’a pas pu éEtre effectuée (données non montrées car
inexploitables). En effet, pour une durée d’impulsion divisée par quatre, les spectres des
modeles fromagers sans NaCl étaient peu intenses et le bruit de fond était proportionnellement
trés important.

La meilleure quantification du sodium suite a la diminution du parametre P; pourrait
s’expliquer par le fait que des interactions quadripolaires existent entre les protéines et les
ions Na', ne permettant pas une quantification absolue pour les expériences effectuées avec le
parametre P;. Néanmoins, cette hypothése reste difficile a valider. Une augmentation du
nombre de scans, lors de 1’acquisition, améliorerait le rapport signal/bruit, ce qui pourrait

améliorer la quantification du sodium.

il. Quantification relative du sodium lié

Apres avoir quantifié le sodium total des modeles fromagers, nous nous sommes intéressés a
la quantification du sodium lié. La quantification relative du sodium li¢ correspond au ratio
des intégrales (aires) des signaux du sodium li¢ (signal DQF) et du sodium total (signal SQ),
calculées par divers traitements mathématiques successifs (Gobet, 2008). Ce ratio est donc le

suivant : Apg/Asq. Il est présenté pour chacun des six modeles fromagers dans le Tableau 19.
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Tableau 19 : Quantification relative du sodium lié par étude du ratio des aires DQ et SQ

des signaux RMN : Apg/Agq (sodium lié¢/sodium total)

Modeéles fromagers Apg/Asq (%)

L28P20 18,39+0,42 a
L28P20s 18,16 + 0,08 a
L24P24 18,23 £0,96 a
L24P24s 18,45 £ 0,33 a
L20P28 18,41 £ 0,63 a
L20P28s 18,28 +£ 0,03 a

a : les valeurs comportant la méme lettre ne sont pas significativement différentes (p < 0,05,

test LSD de Fisher).

Aucune différence significative n’a été trouvée concernant les ratios Apg/Asq des six modéles
fromagers. Ce résultat signifie que ni le ratio L/P, ni la teneur en NaCl n’affectent le ratio
sodium li¢/sodium total. La moyenne du ratio pour tous les modeles fromagers est de
18,32 %. Ce pourcentage se trouve dans la méme gamme que de précédents pourcentages
trouvés sur des matrices lipoprotéiques, avec des valeurs comprises entre 12,8 % et 21,4 %
(Gobet, 2008). Par ailleurs, 1’absence de variation du ratio sodium lié/sodium total dans notre
cas pourrait s’expliquer par un extrait sec constant entre les mod¢les fromagers (52,9 %). En
effet, Gobet (2008) a trouvé une augmentation du ratio Apg/Asq lorsque I’extrait sec de

fromages réels augmentait.

iii. Quantification absolue du sodium lié

La quantification relative du sodium li¢ a été complétée par une quantification absolue, dont

les résultats sont présentés sur la Figure 29.
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Figure 29 : Ratio sodium lié / sodium total obtenu par quantification absolue du sodium
lié
*b. Jes valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme parametre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).

La quantification absolue du sodium li¢ montre que la surface de pic correspondant aux ions
sodium liés représentait entre 16 % et 20 % de la surface de pic correspondant aux ions
sodium totaux dans les modeles fromagers. Ces proportions sont proches de celles obtenues
par le calcul du ratio Apg/Asq. De plus, la quantification absolue du sodium li¢ apporte un
complément d’information car elle permet de distinguer deux des mode¢les fromagers parmi
les six. En effet, les modeles fromagers L28P20 et L20P28 présentent des proportions
significativement différentes de sodium lié (respectivement 16 % et 20 %), alors qu’aucune
différence significative n’a €été mise en €évidence concernant les ratios des autres modeles
fromagers. La différence mise ici en évidence entre les deux modeles fromagers L28P20 et
L20P28 suggere qu’il y aurait plus de sodium li¢ lorsque le ratio L/P diminue. De plus, la
quantification absolue des ions sodium liés confirme 1’ordre de grandeur de 18 % obtenu par

quantification relative.

Cependant, la correspondance entre quantification relative et quantification absolue n’a pas
toujours lieu (Mouaddab et al., 2007). Sur des résines échangeuses d’ions, un ratio Apg/Asqg
de 0,022 avait été trouvé, ce qui représentait une proportion de 2,2 % de sodium lié. Or, ce
ratio ne reflétait pas la réalité puisque sur le support étudié (résine échangeuse d’ions), la

fraction de sodium lié devait étre de 100 %. Dans le cas de cette étude, 1’absence de

171



correspondance a été expliquée par une grande hétérogénéité de champ (480 s™). En effet, la
forte valeur de I’hétérogénéité de champ conduit a une forte diminution de I’amplitude du
signal DQ. Dans notre cas, 1’hétérogénéité de champ a été calculée a partir des temps de
relaxation transversale de la référence et a été trouvée plus de 10 fois plus faible (35 s™), ce

qui pourrait expliquer la bonne correspondance entre les deux types de quantifications.

b. Etude de la mobilité du sodium

i.  Etude de la mobilité du sodium total

La mobilité des ions sodium est déduite de I’étude des temps de relaxation obtenus par RMN.

Le Tableau 20 montre que le temps de relaxation longitudinale du signal SQ (7), ainsi que la
composante ‘slow’ du temps de relaxation transversale du signal SQ (7,.°), sont influencés

significativement par la composition des modeles fromagers (p < 0,001), alors qu’aucun effet

n’a été observé pour la composante ‘fast’ du temps de relaxation transversale du signal SQ

(T,7).

Tableau 20 : Temps de relaxation longitudinale (7;), temps de relaxation transversale
interne (7.°°) et externe (7. 2*;.9) du signal RMN SQ et pourcentages correspondants de

populations (temps de répétition = 150 ms)

Signal SQ
Modgé¢les fromagers T, (ms) A (%) 7,50 (ms) B (%) T;'fQ (ms)

L28P20 10,64+0,17d 32+2 381+0,16¢ 68+2 1,170,104
L28P20s 11,93£0,18¢ 29+ 1 4,69+0,25d 71+1 1,18+0,114a
L24P24 9,41+0,11 5 38+0 3,01+0,07 a 62+0 1,12+£0,04 a
L24P24s 10,73£0,20d 29+0 4,08+0,19¢ 710 1,19+0,08 a
L20P28 8,49+022a 40+4 2,77£0,13a  60+4 1,08+0,08 a
L20P28s 9,71+0,04 ¢ 311 3,49+0,13h6 68+1 1,10£0,03 a

a-e: les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme parameétre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).
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e [Effet du ratio L/P sur la mobilité du sodium total

Pour une méme teneur en NaCl, les temps de relaxation 7; et 7,° diminuent significativement

(p <0,001) lorsque le ratio L/P augmente (Tableau 20). Ceci suggere que les ions sodium
(population totale) sont moins mobiles quand la teneur en protéines augmente et/ou quand la
teneur en lipides diminue. Néanmoins, la présente étude ne permet pas de distinguer si 1’effet
du ratio L/P sur la mobilité des ions sodium est dii a une diminution de la teneur en lipides, ou
a une augmentation de la teneur en protéines. En revanche, nos observations rejoignent celles
obtenues sur des fromages réels, montrant que la matiére grasse limitait moins la mobilité
globale des ions Na' que ne le faisaient les protéines (Gobet, 2008). Néanmoins ces
observations €taient également associées a des variations de I’extrait sec. Si 1’on considére ces
derniers résultats pour une teneur en eau fixée, les ions sodium sont plus mobiles dans les

fromages avec un taux Gras/Sec plus élevé, ce qui rejoint nos résultats.

e [Effet de la teneur en NaCl sur la mobilité du sodium total

Pour un méme ratio L/P, T et 7,.° sont significativement influencés par la teneur en NaCl

(p <0,001), avec des valeurs significativement plus €levées pour les modeles fromagers avec
NaCl ajouté (Tableau 20). Ceci signifie que les ions sodium sont plus mobiles dans les
modeles fromagers avec NaCl que dans ceux sans NaCl ajouté. Gobet (2008) trouvait un effet
inverse de I’ajout de NaCl sur les temps de relaxation dans des fromages réels car, dans leur
cas, une augmentation de la teneur en NaCl conduisait a une diminution de la teneur en eau et
a une augmentation de la viscosité. Ceci est un mécanisme propre au mode de fabrication des
fromages réels, avec une phase de salage dans un bain de saumure. Dans notre cas, la teneur
en eau est constante et I’augmentation de la teneur en NaCl conduit & une moindre résistance
des modeles fromagers, probablement du fait de son action sur I’hydratation des caséines (Gal
& Bankay, 1971 ; Hardy & Steinberg, 1984). Ce ne serait donc pas véritablement la
concentration en NaCl qui influencerait sa mobilité, mais plutdt I'effet du NaCl sur la

structure de la matrice.

Ici encore, la mobilité des ions peut étre liée aux différences de microstructure des modéles
fromagers avec NaCl: les gouttelettes lipidiques y sont plus grosses et donc moins
nombreuses. La tortuosité de la phase protéique est peut-étre moins importante, ce qui

expliquerait la plus grande mobilité des ions sodium. Les modeles fromagers avec NaCl
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ajouté sont ceux qui présentent une résistance moindre (a ratio L/P égal). De plus grosses
gouttelettes lipidiques et une phase protéique plus lache contribuent a cette plus faible
résistance et a une plus grande mobilité des ions sodium. Cet effet est particulierement visible
pour le modéle L28P20s qui fut le seul a se fracturer lors du test de compression et qui

posseéde les temps de relaxation du sodium les plus élevés. La encore, aucun effet n’a été

observé sur les valeurs de 7. zsz_

Par ailleurs, on peut voir que les proportions théoriques de sodium (60 % de transition externe
et 40 % de transition interne) ne sont pas exactement retrouvées, mais restent du méme ordre
de grandeur que la théorie. On peut également observer que les valeurs de 7; sont toujours
supérieures aux valeurs de 75. Ceci est cohérent puisque nous sommes dans un milieu solide,
donc dans un systéme ou les mouvements sont tres lents. A I’inverse, dans un milieu peu

visqueux, les mouvements moléculaires sont rapides et 7; est €gal a T, (Gobet, 2008).

La mobilité des ions sodium totaux peut étre mise en regard de la microstructure et de la
texture des modeles fromagers. En ce sens, une matrice des corrélations a été établie entre ces

parametres (Tableau 21).

Tableau 21 : Matrice des corrélations entre T4, 7. zf,Q, les parameétres de microstructure et

les parameétres de rhéologie.
Les valeurs en gras correspondent a des corrélations significatives (p < 0,05).

so pourcentage taille des indice de
h g de lipides  gouttelettes  circularité W MD
T1 1 0,97 0,76 0,78 -0,59 -0,91 -0,53
T2s-SQ 0,97 1 0,64 0,83 -0,47 -0,83 -0,45
pourcentagede ;¢ g ¢4 1 0,26 0,94 090 0,80
lipides
collls Es 0,78 0,83 0,26 1 0,09 -0,58 0,03
gouttelettes
indice de
. . -0,59 -0,47 -0,94 -0,09 1 0,75 0,78
circularité
/4 -091 -0,83 -0,90 -0,58 0,75 1 0,71
MD -0,53 -0,45 -0,80 0,03 0,78 0,71 1
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La matrice indique de fortes corrélations (négatives et positives) entre les parametres RMN et
les parametres de microstructure/rhéologie. Toutes les valeurs de coefficients de corrélations
entre ces paramétres sont supérieures a 0,64 (ou inférieures a -0,64) lorsque les corrélations
sont significatives. La mobilité des ions sodium totaux est donc fortement associée aux
modeles fromagers a plus forte teneur en lipides, présentant des gouttelettes lipidiques plus

grosses, et une moindre résistance.

ii.  Etude de la mobilité du sodium lié

e Etude des temps de relaxation du sodium lié
Les signaux DQF des expériences RMN mettent en évidence la présence d’une fraction d’ions
sodium liés, tels qu’ont pu I’observer Mouaddab et al. (2007) sur des résines échangeuses
d’ions, ou Gobet et al. (2009b) sur des gels de iota-carraghénanes. Les ions sodium liés sont
dénommés ainsi puisqu’ils sont dans un environnement spécifiquement plus ordonné que les
autres ions sodium, et ils présentent une moindre mobilité (Gobet, 2008 ; Mouaddab, 2008).
Les temps de relaxation transversale (composante ‘fast’ et composante ‘slow’), ainsi que le

temps de création du signal DQF sont donnés dans le Tableau 22.

Tableau 22 : Temps de relaxation transversale interne (7,-°) et externe (7. ZL}Q ) du signal

DQF obtenus par RMN du sodium sur les six modéles fromagers

Signal DQF
modeles fromagers 7,2° (ms) Tzl;.Q (ms)
L28P20 9,47£0,11d  0,36+0,01 b
L28P20s 9,90+0,06 ¢  0,44+0,02 d
L24pP24 8,45+0,05h  0,28+0,01 a
L24P24s 8,98+0,16 ¢  0,40+0,03 ¢
L20P28 7,53+£0,21a  0,26+0,02 a
L20P28s 8,30+0,08 »  0,34+0,01 b

a-e: les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme parametre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).
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Les temps de relaxation transversale interne ( 7,°°) et externe ( 7. j}Q) du signal DQF suivent la

méme évolution que le temps de relaxation transversale interne du signal SQ (7,.¢). Pour une

méme teneur en sodium, les temps de relaxation diminuent significativement quand le ratio
L/P diminue (p <0,001) (Tableau 22). De plus, pour un méme ratio L/P, ces temps de
relaxation augmentent significativement quand la teneur en sodium augmente. Ceci signifie
que les ions Na' liés sont plus mobiles lorsque le ratio L/P et la teneur en NaCl augmentent,
tout comme 1’étaient les ions Na' totaux. De plus, le modéle fromager le moins résistant

rhéologiquement (L28P20s) présente la plus grande mobilité des ions sodium liés (plus

grandes valeurs de 7,.¢ et T,)°).

e Etude du temps de création du sodium lié
Les valeurs du temps de création du signal DQF sont données dans le Tableau 23 pour les six

modeles fromagers.

Tableau 23 : Temps de création du signal DQF (7°”') obtenu par RMN du sodium sur
les six modéles fromagers

Signal DQF
modeles fromagers 7% (ms)
L28P20 1,21+0,02 ¢
L28P20s 1,43%0,05 ¢
L24P24 0,99+0,02 b
L.24P24s 1,31+0,07 d
L20P28 0,90+0,06 a
L20P28s 1,14+0,04 ¢

a-e: les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme parametre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).

Le temps de création du sodium li¢ suit la méme évolution que les temps de relaxation
transversale du sodium lié¢. Les valeurs diminuent significativement avec le ratio L/P

(p <0,001) et augmentent significativement quand la teneur en sodium augmente (p < 0,001).
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Ceci signifie que le systéme est plus ordonné aux alentours des ions sodium liés lorsque le
ratio L/P diminue (augmentation de la teneur en protéines et/ou diminution de la teneur en
lipides), ce qui confirme la moindre mobilité des ions sodium liés observée dans les modeles

fromagers correspondants.

0,

Les plus grandes valeurs de %' pour les matrices avec NaCl ajouté montrent que 1’ajout de
NaCl conduit a un environnement moins organisé aux alentours des ions sodium liés. Ce

phénomene pourrait corroborer la moindre résistance des modeles fromagers avec NaCl. Une

" et celles du travail W

bonne corrélation (r =-0,81) a été identifiée entre les valeurs de 7%
(résistance) : les matrices avec les temps de création les plus longs (systéme moins organisé

autour des ions sodium liés) sont les matrices les moins résistantes rhéologiquement. De plus,

la plus forte valeur de 7" correspond a la matrice la moins résistance (L28P20s). Il est donc
intéressant de mettre en évidence le fait que le modele fromager avec I’environnement le
moins organis¢ autour des ions sodium liés est é¢galement le modele fromager qui possede les

gouttelettes lipidiques les plus grosses et la plus faible résistance.

Comme pour le sodium total, la mobilité des ions sodium liés peut étre mise en regard de la
microstructure et de la texture des modéles fromagers. En ce sens, une matrice des
corrélations a été établie entre ces parametres (Tableau 23bis).

Tableau 23bis : Matrice des corrélations entre 7”',7,¢, TZL;Q, les paramétres de

microstructure et les paramétres de rhéologie.
Les valeurs en gras correspondent a des corrélations significatives (p < 0,05).

0 DO DQ pourcentage taille des indice de
e TZS T2f de lipides gouttelettes circularité W MD
o 1 0,39 0,99 0,63 0,81 -0,45 -0,81 -0,44
i 0,89 1 0,85 0,90 0,63 -0,76 -0,96 -0,67
,° 099 085 1 0,57 0,83 0,39 0,77 -0,39
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La matrice indique de fortes corrélations (négatives et positives) entre les parametres RMN et
les parametres de microstructure/rhéologie. Toutes les valeurs de coefficients de corrélations
entre ces parameétres sont supérieures a 0,57 (ou inférieures a -0,57) lorsque les corrélations
sont significatives. La mobilité des ions sodium liés est donc fortement associée aux modeles
fromagers a plus forte teneur en lipides, présentant des gouttelettes lipidiques plus grosses, et

une moindre résistance.

Les évolutions des paramétres RMN sont résumées dans le Tableau 24, en fonction des

variations de composition.

Tableau 24 : Récapitulatif des effets du ratio L/P et de la teneur en NaCl sur les
paramétres RMN

Expérience Parameétres N ratio L/P A teneur en NaCl
Temps de relaxation du Na
SO e, s =l 7
total (sauf T, ) (<> mobilité)
Temps de relaxation du Na N -
RMN lié (< mobilité)
Temps de création du Na lié
N A
(<& 1/systeme organisé)
Ratio Apo/Aso (lié/total) pas d’effet pas d’effet
Quantification absolue du
7 pas d’effet

sodium lié

En résumé, ce tableau montre que la mobilité des ions sodium (totaux et liés) diminue lorsque

le ratio L/P diminue, mais augmente avec 1’ajout de NaCl.

Afin de voir si cette mobilité impact le comportement de libération du sodium, 1’étude

macroscopique de la libération du sodium dans différentes conditions a été effectuée.
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2. Niveau macroscopique : libération et partage du sodium

a. Etude de la cinétique de libération des ions sodium (du modéle fromager vers
la phase aqueuse)

Le suivi de la cinétique de libération des ions sodium a été réalisé a ’aide de deux sondes :
une sonde sodium membranaire et une ¢€lectrode spécifique des ions sodium. La sonde
membranaire permet de suivre I’évolution de la libération des ions sodium au cours du temps,
sans discontinuité. Les courbes de libération obtenues avec cette sonde sont présentées sur la

Figure 30 (moyenne des six profils des mod¢les fromagers).
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Figure 30 : Suivi de la cinétique de libération des ions sodium dans I’eau a I’aide de la
sonde sodium membranaire

Les concentrations de sodium dans I’eau apres équilibre sont reportées dans le Tableau 25.
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Tableau 25 : Concentrations finales de libération du sodium dans I’eau

Mode¢les fromagers Concentration finales (ppm)

L28P20 75.4+9.0 4

L28P20s 1547 £ 123 ¢
L24P24 111,6+ 8,85
L24P24s 176,1 £10,0 ¢
L20P28 10224345
L20P28s 1662+72 ¢

a-c : les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme parametre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).

Un effet significatif de la teneur en NaCl sur les concentrations finales en sodium a été trouvé
(Tableau 25). L’effet du ratio L/P n’est significatif que pour les matrices sans NaCl
(p <0,001) avec une plus faible libération du sodium du modele fromager L28P20. L absence
de différence entre les autres modeles fromagers s’explique par le fait que cette libération ait
¢té suivie sous agitation de la phase aqueuse. En effet, aprés 24 heures, les modéles fromagers
se sont dissous dans la phase aqueuse et les différences de formulations sont gommées. Pour
la matrice L28P20, la moindre libération pourrait peut-étre s’expliquer par des gouttelettes
lipidiques trés peu circulaires. La phase protéique serait donc, en contrepartie, plus tortueuse

et moins réguliére, entrainant plus d’obstacles pour la libération du sodium.

Bien que la sonde membranaire permette un suivi en continu de la libération du sodium, son
inconvénient est qu’elle n’est pas trés sensible aux faibles valeurs de concentrations en
sodium et qu’elle ne permet donc pas d’avoir un résultat fiable de concentration en sodium au
début de la libération. Or, il nous semble important de chercher a relier le début de la
cinétique de libération avec la mobilité des ions sodium. Ainsi, une électrode spécifique aux
ions sodium a été utilisée pour le suivi de la cinétique de libération durant les 7 premiéres
heures de libération. Les courbes de libération obtenues avec cette ¢lectrode sont présentées

sur la Figure 31.
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Figure 31 : Suivi de la cinétique de libération des ions sodium dans l’eau par
prélevements successifs et dosage des prélévements

Les modéles fromagers restent relativement peu de temps en bouche durant la mastication,
c’est pourquoi un intérét particulier a été apporté a I’étude de la premicre phase des courbes
de libération. Pour cette raison, les pentes des courbes de la libération du sodium ont été
mesurées pour les trente premieres minutes dans le but de déterminer les taux de libération du

sodium. Les résultats sont présentés sur la Figure 32.
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Figure 32 : Pentes des courbes de libération in vitro des ions sodium dans I’eau
a-k: les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme paramétre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher). De plus, les valeurs comportant
des lettres différentes, pour un méme modele fromager, sont significativement différentes

(p < 0,05, test LSD de Fisher).

i.  Effet de la teneur en NaCl sur la cinétique de libération des ions sodium

Les vitesses de libération du sodium sont significativement plus élevées pour les modeles
fromagers avec NaCl ajouté que pour ceux sans NaCl ajouté (p <0,001), a chacun des temps
de préléevements considérés : 2-5 min, 2-10 min, 2-15 min et 2-30 min (Figure 32). Ceci
s’explique par une plus grande concentration en sodium des modéles fromagers avec NaCl

ajouté.

ii.  Effet du ratio L/P sur la cinétique de libération des ions sodium

Dans notre cas, 1’effet du ratio L/P a été observé seulement pour les modeles fromagers avec
NaCl ajouté, avec une augmentation du taux de libération du sodium pour le modele fromager
L28P20s, comparativement aux modeles L24P24s et L20P28s. Le méme type d’effet de la
teneur en maticre grasse avait été observé par Lauverjat et al. (2009b) sur des modéles
fromagers. La vitesse de libération du sodium pourrait s’expliquer par la structure moins
résistante de ce modele fromager (L28P20s) qui devient plus fragile sous agitation, favorisant
ainsi la libération du sodium. De plus, la phase protéique des modéles fromagers ayant le ratio

L/P 28/20 est proportionnellement plus concentrée en NaCl que celle des matrices ayant le
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ratio L/P 20/28 (ou le NaCl est plus « dilué » dans les protéines). Ceci pourrait expliquer une

expulsion plus rapide du NaCl.

iii.  Illustration des données RMN et des données rhéologiques

Un graphique illustratif a été effectué afin de comparer les évolutions de la libération du
sodium (pente entre 2 et 5 min), de la résistance mécanique (/) et de I’évolution des temps de
relaxation longitudinale et de création (7 et ™) obtenus par RMN (Figure 33, tirée de

Boisard et al. (2013)). Le paramétre 77/10, et non 77, y est présenté par soucis d’échelle.
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Figure 33 : Valeurs moyennes de 77/10 (temps de relaxation longitudinale), 7,,, (temps
de création), R2-5 (pente de libération du sodium entre 2 et 5 min) et W (résistance
mécanique) pour les six modeles fromagers

Pour un méme ratio L/P, ce graphique illustre les relations entre la diminution de la résistance
(due a I’ajout de NaCl), augmentation de la libération du sodium et I’augmentation des
parametres RMN montrant une plus grande mobilité des ions sodium. Des corrélations
négatives ont été déterminées entre résistance et taux de libération du sodium (r=-0,55) et
entre résistance et parametres RMN (coefficients de corrélation donnés dans les paragraphes
correspondants). A I’inverse, une corrélation positive a été trouvée entre le taux de libération

du sodium et les paramétres RMN (= 0,73 avec T et = 0,78 avec ).
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De plus, pour un méme contenu en sodium, une diminution du ratio L/P (de 28/20 a 20/28)
induit une augmentation de la résistance rhéologique, une diminution de la mobilité des ions

sodium (77 et t") et une diminution de la vitesse de libération du sodium.

Pour compléter 1’étude de la cinétique de libération du sodium, les coefficients de partage
eau/modeles fromagers pour le sodium ont été déterminés a 1’équilibre et sont présentés dans

le paragraphe suivant.

b. Etude des coefficients de partage eau/modéle fromager pour le sodium

La Figure 34 montre que les coefficients de partage du sodium entre le modéle fromager et

I’eau sont influencés par la composition des modeles fromagers.
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Figure 34 : Coefficients de partage du sodium (eau/produit) pour les six modeles
fromagers
a-c: les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme paramétre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).

i.  Effet de la teneur en NaCl sur les coefficients de partage du sodium

Pour un méme ratio L/P, les valeurs des coefficients de partage sont significativement plus
¢levées pour les modeles fromagers avec NaCl que pour ceux sans NaCl (p<0,001)

(Figure 34).
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Ceci pourrait suggérer que le sodium provenant du NaCl possede une plus grande capacité de
libération que le sodium plus «endogéne » qui provient des sels de fonte. Une autre
explication pourrait étre I’effet déja mentionné du NaCl sur la microstructure des modeles

fromagers.

ii.  Effet du ratio L/P sur les coefficients de partage du sodium

L’effet du ratio L/P sous ces conditions d’équilibre a été observé a la fois pour les versions
avec NaCl ajouté et pour les versions sans NaCl (Figure 34). Pour un contenu identique en
sodium, les modeles fromagers avec un ratio L/P égal a 28/20 présentent les plus faibles
coefficients de partage du sodium. Les plus faibles valeurs de coefficients de partage
pourraient s’expliquer par la matrice des fromages qui est plus riche en mati¢re grasse. En
effet, cette matrice est plus hydrophobe et présente donc un caractére moins « spongieux »
dans 1’eau, limitant la libération du sodium. Par contre, les différences entre coefficients de
partage ne permettent pas d’expliquer les différences de pentes de libération. En effet, pour
chaque teneur en sel, les pentes sont plus €levées pour les fromages les plus riches en matiere
grasse. Dans ces fromages, le sodium se trouve en plus grande concentration dans la phase

aqueuse, ce qui favorise sa libération. Cet effet n’est pas retrouvé a 1’équilibre.

iii.  Autres commentaires sur les coefficients de partage du sodium

En outre, les coefficients de partage du sodium ont des valeurs toujours inférieures a 1. Ceci
signifie qu'une partie du sodium est retenue par la matrice des modeles fromagers et ne se
retrouve pas dans la phase aqueuse. Ces résultats confirment de précédentes études ayant
trouvé des coefficients de partage du sodium compris entre 0,50 et 0,95 pour des modéles
fromagers (Lauverjat et al., 2009b), ou entre 0,79 et 0,91 pour des gels (Zorrilla & Rubiolo,
1994).

Les valeurs de coefficients de partage du sodium inférieures a 1 confirment également
I’hypothese de la présence d’une fraction liée, non libérée, des ions sodium. De plus, la valeur
maximale du coefficient de partage obtenue pour le modéle fromager L20P28s est de 0,82, ce
qui est cohérent avec une moyenne de 18 % de sodium li¢ (quantification RMN). Méme si
aucune corrélation n’a pu étre établie entre les proportions de sodium li¢ et les coefficients de
partage du sodium, la piste d’un résidu de sodium, non libéré, et correspondant au sodium lié,

n’est pas a négliger.
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Apres avoir étudié le comportement de libération du sodium dans 1’eau, nous avons étudi¢ ce
comportement dans la salive, en situation de consommation des modeles fromagers par cinq

sujets.

3. Etude de la libération du sodium dans la salive en situation de consommation

Les courbes de suivi de la libération du sodium dans la salive en bouche, lors de la
consommation des modeles fromagers par 5 sujets, sont présentées sur la Figure 35. Toutes
les valeurs de concentrations obtenues a Ty (temps avant la mise en bouche) ont été soustraites

des concentrations suivantes.
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Figure 35 : Libération du sodium en bouche lors de la consommation des modéles
fromagers, a Ty (avant mise en bouche), Ts (apreés 5 coups de dents), Tys (apreés 15 coups
de dents), T3 (apreés 30 coups de dents) et Tp (avant de déglutir)

a-n: les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme parametre, sont
significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher). De plus, les valeurs comportant

des lettres différentes, pour un méme modele fromager, sont significativement différentes

(p <0,05, test LSD de Fisher).

Les courbes de libération du sodium en bouche montrent que les profils différent entre les six

modeles fromagers, selon la teneur en NaCl et selon le ratio L/P.
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a. Effet de la teneur en NaCl sur la libération du sodium en bouche

Quel que soit le ratio L/P, dés 15 coups de dents, les modeles fromagers avec NaCl ajouté
liberent significativement plus de sodium que les modeles fromagers sans NaCl (p <0,001)
(Figure 35). Cependant, a 5 coups de dents (Ts), les modeles avec NaCl et sans NaCl ne sont
pas différentiables, excepté L28P20s qui libére significativement plus de sodium que les
autres modeles (p <0,001), et qui était €également celui qui possédait le taux le plus élevé de
libération du sodium dans 1’eau. Par ailleurs, pour chaque modele fromager, les
concentrations en sodium obtenues a T3 et a Tp ne sont jamais significativement différentes.
Ceci s’explique par le fait que la déglutition survient peu apres 30 coups de dents dans le

cadre de cette étude.

b. Effet du ratio L/P sur la libération du sodium en bouche

Pour les mod¢les fromagers sans NaCl ajouté, la matrice L28P20 se distingue des deux autres,
avec une libération de sodium significativement plus importante a T;s et T3 (p <0,001).
Cependant, les concentrations des trois modeles fromagers sans NaCl ne sont ensuite plus
significativement différentes au moment de la déglutition (Tp). Pour les modéles fromagers
avec NaCl ajouté, le modele L28P20s se distingue d’abord des deux autres modéles (L24P24s
et L20P28s) par une libération significativement plus grande a Ts, puis c’est le modele
L20P28s qui se distingue ensuite des deux autres modeles, avec une libération
significativement plus faible a T3y, et Tp (temps de déglutition). Dans notre cas,
I’augmentation du ratio L/P conduit a une augmentation de la libération du sodium en bouche,
contrairement a ce qui a pu étre montré dans d’autres études sur des modeles fromagers
(Lawrence et al., 2012 ; Phan et al., 2008). Ces études avaient montré qu’une forte teneur en
matiere grasse conduisait a une diminution de la libération du sel en bouche. La diminution de
libération du sel en bouche dans leur cas peut étre expliquée par une diminution de la teneur
en eau (augmentation de la teneur en matiére seéche) associée a I’augmentation de la teneur en
matiere grasse. Dans notre cas, I’augmentation du ratio L/P conduit a une diminution de
résistance, et il a été montré que des gels moins résistants libéraient plus de sel sous

compression que des gels plus résistants (Koliandris et al., 2008).
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La plus faible libération du sodium pour le modele L20P28s, comparativement aux mod¢les
L24P24s et L28P20s peut s’expliquer par plusieurs facteurs. Tout d’abord, les études de RMN
ont précédemment montré que les ions sodium étaient moins mobiles et dans un
environnement plus ordonné dans ce modele fromager. De plus, I’étude in vitro de la
libération du sodium dans une phase aqueuse a également montré que le modele fromager
L20P28s présentait un taux de libération (pente) moins important que les modeles L28P20s ou
L24P24s. Dans ce cas, les résultats de libération du sodium en bouche corroborent ceux de

libération in vitro et sont expliqués par la mobilité des ions sodium mesurée par RMN.

En revanche, nous verrons par la suite que les modeles possédant le ratio L/P 20/28 sont plus
mastiqués que les autres. Dans notre cas, la mastication n’est donc pas le facteur déterminant
dans la libération du sodium en bouche, mais il s’agit plutdt de 1’influence de la composition
et de la structure. Pour compléter 1’étude de cette influence sur la libération du sodium en
bouche, les taux de libération initiale du sodium (pentes des courbes de libération) ont été

calculés et sont présentés ci-apres.

c. Calcul des pentes des courbes de libération du sodium dans la salive

Les pentes des courbes de libération présentées sur la Figure 36 sont présentées ci-dessous. 11

s’agit des pentes initiales entre Ty et Ts (5 coups de dents).
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Figure 36 : Pentes initiales des courbes de libération in vivo des ions sodium dans la
salive

a-c : les valeurs comportant des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05,
test LSD de Fisher).
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L’effet de la teneur en NaCl est présent pour les trois ratios L/P mais il n’est significatif que
pour le ratio L/P égal a 28/20 (p < 0,001), avec une augmentation de la pente de libération due
a ’augmentation de la teneur en NaCl (Figure 36). L’effet du ratio L/P n’est significatif que
pour les modeles fromagers avec NaCl ajouté (p <0,001) avec une nette augmentation de la
pente pour le modele L28P20s, comparativement aux modeles L24P24s et L20P28s. Ces
pentes de libération rejoignent les résultats de libération obtenus in vitro, et peuvent donc

r A . . 1, 7 . —+
¢galement étre mises en relation avec la mobilité des ions Na .

Les effets de la composition sur tous les parameétres de libération du sodium étudiés sont

résumés dans le Tableau 26.
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Tableau 26 : Récapitulatif des effets du ratio L/P et de la teneur en NaCl sur les
paramétres de libération du sodium dans I’eau (in vitro) et dans la salive (in vivo)

Expérience Parameétres N ratio L/P A teneur en NaCl

Suivi in vitro
A

avec lasonde  Concentration finale A
) (seulement pour non salés)
membranaire
Suivi in vitro Pentes des courbes de A
Vg
avec I’électrode  [ibération in vitro (seulement pour salés)
Coefficient de  Coefficient de partage
A A
partage (sans agitation)
. AN
o Concentration finale A
Suivi in vivo (seulement pour salés)
dans la salive  Pentes des courbes de N
Vg
libération in vivo (seulement pour salés)

En résumé, ce tableau montre qu’une diminution du ratio L/P conduit & une diminution des
pentes de libération du sodium dans une phase aqueuse (eau et salive). En revanche, la
diminution du ratio L/P conduit & une augmentation des coefficients de partage eau/modele
fromager du sodium a I’équilibre. De plus, la concentration finale de sodium en bouche apres
mastication des modeles fromagers est plus faible lorsque le ratio L/P est plus faible. Ces
résultats montrent qu’une diminution du ratio L/P n’affecte pas de la méme fagon la cinétique
de libération dans I’eau, la cinétique de libération dans la salive et les coefficients de partage
eau/modele fromager. Par ailleurs, 1’augmentation de la teneur en NaCl induit une

augmentation de tous les paramétres mesurés de libération du sodium.

Apres s’étre intéressé au comportement du sodium contenu dans les modéles fromagers,
nous avons souhaité étudier 'impact de la composition des modéles fromagers sur la
libération des composés d’ardome qu’ils contenaient. Pour cela, la libération des
composés d’arome a été étudiée dans différentes conditions, présentées dans le chapitre

suivant.
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III. Etude de la mobilité et de la libération des composés d’arome

Dans ce chapitre, nous présenterons tout d’abord les concentrations en composés d’arome
dans les modeles fromagers, quantifiées par extraction. Ensuite, nous présenterons les
résultats obtenus lors de la consommation des modéles fromagers, a savoir le comportement
masticatoire, les caractéristiques de déglutition et la cinétique de libération des composés
d’arome dans la cavité nasale. Enfin, I’analyse de la quantité de composés d’ardme libérés

dans la phase vapeur a I’équilibre viendra compléter ces résultats.

1. Quantification des composés d’arome par extraction Likens-Nickerson

Les concentrations en composés d’ardme dans les produits finis ont été calculées apres
extraction par Likens-Nickerson (Tableau 27). La quantification a été réalisée pour chaque
batch de chaque modele fromager ayant servi pour les études de libération des composés
d’arébme. Néanmoins, seules les valeurs moyennes globales (2 batchs, avec 4 répétitions de

quantification par batch) sont présentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 27 : Concentrations en composés d’ardome quantifiées dans les modéles
fromagers

Modg¢les fromagers (concentrations en 10" mg.kg"' modéle fromager)

Composés d’arome  L28P20 L28P20s L24P24 L24P24s L20P28  L20P28s

Diacétyle 1,8£0,1°  2,3+0,1°  1,9404° 224+02°  2,0£02°  3,2402°
Butanoate d’éthyle  13,9+1,7% 19,2+2,7° 15,5+3,3% 17,3+4,9™ 24,146,0° 31,1+4,2°¢

Hexanoate d’éthyle 13,8+2,5*  16,4+0,7* 13,3£2,5* 153+0,9* 21,5+4,7° 36,6+8,2°

Heptan-2-one 42,9455% 49,0422 44,0+7,7° 46,3+51% 51,1£2,0¢ 51,1+1,3°¢
Octan-3-one 33,9+4.8%  381+1,1° 33,3+63% 38,9+18° 449+59° 50,5+2,7¢
Nonan-2-one 9,0+42,1*  10,1402%°  9,0+1,4* 10,7+1,0™ 12,6+1,6° 22,8+7,1°¢

a-n: les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme paramétre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).
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Pour toutes les analyses traitées par la suite, la concentration de chaque batch de fabrication a
été considérée et non les valeurs moyennes, afin de pondérer les données de libération in vivo.
Parmi les sept composés d’ardme, seul I’acide butanoique n’a pas pu étre quantifié du fait de
sa trop faible récupération apres extraction. Il ne sera donc pas trait¢ dans les analyses
suivantes. Le Tableau 27 montre néanmoins que les valeurs sont significativement différentes
et souvent plus grandes dans les matrices L20P28s. Les modé¢les fromagers avec NaCl ajouté
auraient tendance a avoir plus de composés d’ardme. Ces résultats confirment la nécessité de

faire ce calcul de quantification.

2. Suivi de activité masticatoire lors de la consommation des modéles fromagers

La Figure 37 présente tous les parametres masticatoires étudiés pendant la consommation des
modeles fromagers : le nombre de cycles masticatoires, la durée totale de mastication, la
durée moyenne d’un cycle de mastication, le travail total musculaire et le travail moyen d’un
cycle masticatoire. Ces parametres ont été mesurés simultanément a la mesure de la libération

des composés d’ardme dans la cavité nasale (par APCI-MS) et aux mesures de déglutitions.
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Figure 37 : Valeurs des paramétres masticatoires mesurés par électromyographie

a-d: les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme parametre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).

a. Effet du ratio L/P sur les paramétres masticatoires

Un effet significatif du ratio L/P a été trouvé pour les trois parametres masticatoires
globaux (p <0,001) que sont le nombre de cycles masticatoires, la durée totale de la
mastication et le travail total musculaire (sur toute la durée de la mastication), ainsi que pour
le travail musculaire moyen pour un cycle de mastication (Figure 37). Ces parametres

masticatoires augmentent lorsque le ratio L/P diminue.
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En d’autres termes, les mod¢les fromagers ayant le ratio L/P le plus faible (20/28) sont ceux
qui nécessitent le plus de cycles masticatoires (= coups de dents), la plus grande durée de
mastication et le plus important travail musculaire de mastication. Ces résultats masticatoires
confirment les résultats obtenus par de précédents travaux sur des modeles fromagers et des
fromages, montrant une augmentation des paramétres masticatoires consécutive a une
diminution de la teneur en matiere grasse (Jack et al., 1995 ; Tarrega et al., 2008). De plus,
ces résultats sont cohérents avec les données rhéologiques puisque les modéles fromagers
ayant le ratio L/P le plus faible sont les plus fermes et nécessitent donc une mastication plus
importante. L’augmentation de 1’activité masticatoire pour les matrices les plus fermes est due
a un effet adaptatif de la mastication, consécutif aux variations de texture (Ottenhoff et al.,

1992 ; Woda et al., 20006).

L’¢tude de la durée moyenne d’un cycle masticatoire montre que cette durée est inchangée en
fonction des modeles fromagers. Ceci signifie qu’une plus grande durée de mastication est
due uniquement a un nombre plus important de cycles masticatoires (r = 0,95), et non a une
durée plus longue des cycles masticatoires. Le nombre important de cycles masticatoires
observés pour les modeles fromagers est di a la teneur élevée en matiere séche des produits.
Cette teneur peut paraitre élevée pour des produits fromagers, mais elle a été optimisée afin de
permettre 1’application de toutes les techniques expérimentales. En effet, un taux de matiére
seche trop faible n’aurait pas permis 1’é¢tude de la libération du sodium dans 1’eau car les

modeles fromagers se seraient trop délités.

b. Effet de la teneur en NaCl sur les parametres masticatoires

L’effet du NaCl sur les paramétres masticatoires ne s’est révélé significatif que pour le
nombre de cycles masticatoires et le travail total musculaire de mastication (p <0,001) avec
une diminution de ces paramétres suite a 1’ajout de NaCl dans les modeles fromagers
(Figure 37). Aucun effet significatif n’a pu étre mis en évidence pour les autres parametres.
La encore, la diminution des deux parametres masticatoires cités peut s’expliquer par les
mesures rhéologiques effectuées, puisque les modeles fromagers avec NaCl ajouté sont moins
résistants rhéologiquement que les versions sans NaCl. Ceci expliquerait que moins de travail

musculaire et moins de cycles masticatoires soient nécessaires.
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c. Différences interindividuelles d’activité masticatoire

Les sujets présentent différents profils de mastication, avec de grandes variations
interindividuelles pour les parameétres étudiés. Par exemple, le nombre de cycles masticatoires
peut varier, en moyenne, de 22 cycles a 97 cycles entre deux sujets ; la durée totale de
mastication peut varier de 24,6 s a 68,9 s, et la durée d’un cycle masticatoire peut varier de
0,62 a 1,21 s. De plus, le travail musculaire total peut, quant a lui, varier de 0,5 mV.s a
7,9 mV.s, et le travail moyen d’un cycle masticatoire de 0,01 mV.s a 0,10 mV.s. Bien que ces
différences interindividuelles soient significatives (p <0,001), elles ne masquent pas les

différences d’activité masticatoire observées pour les six modeles fromagers.

3. Suivi des déglutitions lors de la consommation

Les déglutitions ont ét¢é mesurées simultanément au suivi de la mastication lors de la
consommation des mode¢les fromagers. Deux parametres ont été pris en compte et sont

présentés : la durée avant la premicre déglutition et le nombre total de déglutitions.

a. Etude de la durée avant la premiére déglutition
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Figure 38 : Durée avant la premiére déglutition lors de la consommation des six modéles
fromagers

a-d: les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme parametre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).
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i.  Effet duratio L/P sur la durée avant déglutition

La durée avant la premicre déglutition augmente significativement lorsque le ratio L/P
diminue (p < 0,001) (Figure 38). Ceci signifie que les modéeles fromagers plus riches en
protéines et moins riches en lipides sont déglutis plus tardivement, comme cela a déja pu étre
montré sur d’autres modeles fromagers (Lauverjat, 2009¢). Ceci peut étre 1i¢ au fait que ces
modeles requiérent un nombre de cycles masticatoires plus ¢levé du fait de leur plus grande
résistance (Tarrega et al., 2008). En ce sens, une corrélation a été mise en évidence entre le
nombre de cycles masticatoires et la durée avant déglutition (» = 0,88). En effet, les modé¢les
fromagers possédant un ratio L/P plus bas nécessitent un nombre plus important de cycles
masticatoires et donc un temps plus long avant d’obtenir un bol alimentaire prét a étre avalé,

comme cela a déja pu étre prouvé sur d’autres types de fromages (Yven et al., 2012).

ii.  Effet de la teneur en NaCl sur la durée avant déglutition

Les mod¢les fromagers avec NaCl ajouté tendent a étre déglutis plus rapidement que les
modeles fromagers sans NaCl ajouté (p = 0,074), probablement di a la plus faible résistance
des modeles fromagers avec NaCl ajouté. Une autre explication pourrait résider dans le fait
que ’augmentation de la teneur en NaCl conduit a une augmentation de la perception salée et
a une augmentation de la salivation (Neyraud et al., 2003). C’est cette augmentation de

salivation qui pourrait conduire a une déglutition légérement plus rapide.

b. Etude du nombre de déglutitions pendant la consommation

La considération du nombre de déglutitions a été rendue possible grace a un protocole de
consommation libre, c’est-a-dire que les sujets étaient libres de mastiquer et d’avaler
lorsqu’ils le souhaitaient. Ce nombre varie énormément entre les sujets, puisqu’il est compris
entre 1 et 12 déglutitions (moyenne par sujet, tous modeles fromagers considérés). En
revanche, ni le contenu en NaCl ni le ratio L/P ne modifient significativement le nombre de
déglutitions lors de la consommation. Néanmoins, I’effet du NaCl a été étudié plus en détail,

en considérant chaque sujet individuellement (Figure 39).
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Figure 39 : Nombre de déglutitions par sujet lors de la consommation, en fonction des
modéeles fromagers avec ou sans NaCl ajouté
a-i : les valeurs comportant des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05,

test LSD de Fisher).

L’effet du NaCl sur le nombre de déglutitions ne s’est avéré significatif que pour le sujet S3
(p <0,05) et seulement une tendance a pu étre notée pour le sujet S4 (p =0,076). Chez ces
sujets, I’augmentation du nombre de déglutitions pour les modeles fromagers avec NaCl peut
s’expliquer par un effet du NaCl sur la sensation en bouche et sur la salivation. En effet, il a
déja été montré que le nombre de déglutitions était positivement corrélé a la quantité de salive

sécrétée en bouche (Nederkoorn et al., 1999).

c. Comparaison de D’activité masticatoire, des déglutitions et des parameétres

rhéologiques
Afin de visualiser les paramétres de mastication, de déglutition et de rhéologie sur un méme

graphique, une analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée. Les deux premieres
composantes comptent pour 89,5 % de la variabilité totale entre les modeles fromagers

(Figure 40).
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Figure 40 : Représentation ACP des valeurs moyennes des données rhéologiques (en
vert), des données de mastication (en noir) et des données de déglutitions (en violet)
obtenues pour chaque modele fromager (variant par la teneur en NaCl et le ratio L/P)

Cette ACP illustre clairement ’association entre quatre des paramétres masticatoires (nombre
de cycles, durée de mastication, travail total et travail pour un cycle masticatoire), la durée
avant la premicre déglutition et la résistance rhéologique des modeles fromagers. Ces
parameétres sont portés par I’axe 1, qui compte pour 74,29 % de la variabilité entre les produits
et qui est tiré, a son opposé, par le ratio L/P. La deuxieéme composante de I’ACP compte pour
15,21% de la variabilité entre les produits et est tirée par la teneur en NaCl. Bien que le
nombre de déglutitions soit associé a cet axe, nous avons vu précédemment que 1’effet du

NaCl sur le nombre de déglutitions n’était significatif que pour un seul des sujets de I’étude.

Les effets de 1a composition des modeéles fromagers sur les paramétres de mastication et

de déglutition sont résumés dans le Tableau 28.
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Tableau 28 : Récapitulatif des effets du ratio L/P et de la teneur en NaCl sur les

parameétres de mastication et de déglutition des modeéles fromagers

Expérience Parameétres N ratio L/P A teneur en NaCl
Nombre de cycles
7 AV
masticatoires
Durée totale de la
A NS
o mastication
Activite
o Durée d’un cycle
masticatoire NS NS
masticatoire
Travail total de mastication A N
Travail pour un cycle
7 A\
masticatoire
Déglutitions Durée avant déglutition A N
Nombre de déglutitions NS NS

En résumé, ce tableau montre que les parametres masticatoires augmentent quand le ratio L/P

diminue, mais diminuent quand la teneur en NaCl augmente, ce qui montre que les parametres

masticatoires suivent la méme évolution que les parametres rhéologiques. De plus, la durée

avant déglutition évolue de la méme fagon suite aux modifications de composition, alors que

le nombre de déglutitions n’est pas affecté par la composition.

Comme mentionné auparavant, la libération des composés d’arome dans la cavité nasale a été

suivie durant la consommation des modeles fromagers par APCI-MS, simultanément a

I’activité masticatoire et aux déglutitions. Les résultats sont présentés dans les paragraphes

suivants.
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4. Etude de la libération des composés d’arome par APCI-MS

Différents parametres li€s a la libération des composés d’ardme ont ét€ obtenus apres analyse,
comme le rappelle la Figure 41, préalablement présentée dans la partie Matériel et Méthodes.
Nous discuterons plus particulierement des parameétres suivants, car jugés plus pertinents pour
notre étude : 7L;, taux de libération initiale d’arome (égal a Imax,/Tmax,), Imax,, intensité
maximale de libération d’ardme aprés la premicre déglutition, 7max,, temps pour atteindre

Imax, et AUC,/AUC}, ratio des quantités d’ardmes libérés apres et avant déglutition.

Tmax,

Intensité (u.a.)

Imax,

1¢re déglutition

Figure 41 : Profil type de libération d’aréme en APCI-MS et parametres étudiés, avant
et apres la premiere déglutition

a. Taux de libération des composés d’arome avant déglutition (7).

Le taux de libération des ardmes (7L;) a été calculé pour chaque modéle fromager et pour
chaque composé d’ardbme, a I’exception de 1’acide butanoique qui n’a pas pu étre quantifié
(Figure 42). Ce taux correspond au ratio /max;/Tmax;. Comme décrit dans la partie Matériel
et Méthodes, les valeurs d’intensités maximales de libération (/max;) correspondent aux
valeurs brutes d’intensités maximales (apres lissage) divisées par les concentrations en

composés d’arome quantifiées dans chacun des modeles fromagers correspondants.
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Figure 42 : Variations des valeurs de 7L, (=Imax;/Tmax;) en fonction des composés
d’arome et des modeles fromagers

a-c : les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme parameétre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).

Les modeles fromagers avec le ratio L/P égal a 20/28 conduisent a un taux de libération des
composés d’ardme 7L; globalement inférieur a ceux des modeles plus riches en lipides et
moins riches en protéines. Ceci peut s’expliquer par la présence de protéines qui diminuerait
le taux d’aromes libérés initialement, du fait d’interactions moléculaires entre composés
d’arome et protéines (Guichard, 2002). Pour les modeles fromagers dont le ratio L/P est égal a
28/20, I’ajout de NaCl conduit a une augmentation significative de 7L; pour tous les
composés d’ardme (p < 0,001) sauf pour le diacétyle. Cette augmentation pourrait s’expliquer
par un effet de « salting out » conduisant a une libération d’ardmes plus importante dans les
modeles fromagers avec un ratio L/P ¢élevé, car ce sont les modeles dans lesquels les ions
sodiums sont plus mobiles (Andriot, I. et al., 2011 ; Boisard et al., 2013). Néanmoins, cet
effet ne se retrouve ni pour le ratio L/P égal a 24/24, ni pour celui égal a 20/28. En outre, 7L,
diminue lorsque I’hydrophobicité des composés augmente. Le paramétre 71, du diacétyle est
beaucoup plus important que le parametre 7L, de la nonan-2-one, pour des valeurs de logP

(hydrophobicité) respectives de -1,34 et 2,71.
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Dans chaque catégorie (esters et cétones), 1’effet de I’hydrophobicité des composés d’arome
sur TL; est présent, avec une diminution de 7L; quand I’hydrophobicité des composés
d’aréme augmente : 7L(butanoate d’éthyle) > TL;(hexanoate d’éthyle), et TL(heptan-2-one)
> TL(octan-3-one) > TL;(nonan-2-one). Ceci peut s’expliquer par une diminution des
coefficients de transfert de masse quand 1’hydrophobicité des composés d’ardme augmente

(Voilley, 2006).

Le Tableau 29 résume les effets de la composition sur le paramétre 7L, en considérant

chacun des composés d’arome.

Tableau 29 : Récapitulatif des effets du ratio L/P et de la teneur en NaCl sur le
parametre 7L,

Expérience Composés d’aréme N ratio L/P 7/ teneur en NaCl
Diacétyle NS A
Butanoate d’éthyle A 7 (tendance)
A\| A (pour 28/20)
Hexanoate d’éthyle
(seulement pour salés) AN (pour 24/24)
T L] =
A
Imax,/Tmax; Heptan-2-one 7 (pour 28/20)
(seulement pour salés)
A\ 7) (pour 28/20)
Octan-3-one
(seulement pour salés) AV} (pour 24/24)
Nonan-2-one Al NS

En résumé, ce tableau montre qu’une diminution du ratio L/P entraine le plus souvent une
diminution du paramétre 7L, et que I’augmentation de la teneur en NaCl peut avoir des effets

différents selon les composés d’arome.
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b. Intensité maximale de libération des composés d’arome (Imax)

Comme dans le paragraphe précédent, les valeurs données d’intensités maximales de
libération correspondent aux valeurs brutes d’intensités maximales (apres lissage) divisées par
les concentrations en composés d’ardme quantifiées dans chacun des modeles fromagers

correspondants.

L’intensité maximale de libération lors de la consommation (/max) correspond toujours a
I’intensité maximale de libération apreés déglutition (/max,), comme le montre, par exemple, la
courbe présentée au début du paragraphe 4 (Figure 41). En effet, les valeurs de /max sont
toujours plus hautes aprés déglutition (/max;) qu’avant déglutition (/max;), et cela a été
observé pour tous les modeles fromagers, tous les composés d’ardme et tous les sujets
(données non montrées). La méme observation a déja ét¢ mentionnée dans différentes études
(Hansson et al., 2003 ; Lauverjat et al., 2009b). Ce phénomeéne est attribué¢ a 1’ouverture du
velum pendant la déglutition, permettant le transport des composés d’arome de la cavité orale

vers la cavité nasale (Buettner et al., 2001 ; Mestres et al., 2006).

Dans notre étude, nous ne décrirons que 1’évolution de /max,, Imax; et Imax, présentant des
profils similaires. /max, présente de grandes différences interindividuelles, allant parfois d’un
facteur 1 a 10 (données non montrées). Cet effet a déja été souligné dans d’autres études
(Gierczynski et al., 2008 ; Repoux et al., 2011), mais ces différences n’empéchent pas de
conclure quant a la variabilité entre produits et composés d’ardme. Par ailleurs, les valeurs de
Imax, peuvent différer d’un composé aromatique a 1’autre, mais ces différences peuvent soit
provenir d’une réelle différence de libération in vivo des composés d’ardome, soit d’une

différence de coefficient de réponse de 1’appareil APCI-MS pour ces composés.

Le but de notre étude n’étant pas de comparer les réponses des différents composés d’ardme,
nous n’avons pas effectué¢ de calibration du systtme APCI-MS pour chaque composé. Ainsi,
nous ne présenterons donc que I’effet du ratio L/P et de la teneur en NaCl sur le parameétre

Imax,.
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i. Effet du ratio L/P sur [intensité maximale de libération des composés

d’arome
La Figure 43 présente les valeurs de Imax; pour les composés d’arome considérés dans les six
modeles fromagers. L’effet des composés d’arome sur la libération d’aromes est produit-

dépendant, mais de fagon générale, une diminution du ratio L/P conduit a une diminution de

Imax,.
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Figure 43 : Variations des valeurs de Imax; en fonction des composés d’arome et des
modéles fromagers

a-d: les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme parameétre, sont
significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).

Cette diminution de Imax, différe de ce qui a pu étre précédemment observé sur d’autres
modeles fromagers (Tarrega et al., 2008), ou les valeurs les plus élevées de Imax
correspondaient aux modeles fromagers possédant le plus faible ratio L/P. Plusieurs
hypothéeses peuvent étre émises :

- les modéles fromagers des deux études ont des formulations différentes. La libération de
composés d’arome peut différer, notamment si la microstructure est différente (elle n’a pas été

contrdlée dans les travaux de Tarrega et al. (2008)).
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- les composés d’ardme des modeles fromagers de I’étude de Tarrega et al. (2008) n’ont pas
été quantifiés apres fabrication. Il est donc possible que les plus grandes valeurs de libération
d’aromes, obtenues dans les modeles avec un faible ratio L/P, ne soient pas seulement dues a
une mastication plus importante, mais également dues a une concentration initiale en
composés d’arome plus importante dans ces modéles fromagers. En effet, dans le cas de notre
¢tude, les modeles fromagers avec le plus faible ratio L/P (20/28) présentent des
concentrations quantifiées plus €levées que les autres modeles fromagers (Tableau 27). C’est
pour cette raison qu’il est important de considérer les concentrations réelles dans les modéles
fromagers.

Dans la présente ¢tude, bien que les paramétres masticatoires augmentent pour les modéles
fromagers avec un ratio L/P plus bas, la diminution de /max, pour ces modeles pourrait étre
expliquée par une rétention plus importante de la phase protéique, qui est plus épaisse et plus
rigide dans les fromages ayant un ratio L/P plus bas (Bryant ef al., 1995). La microstructure
associée est €galement plus rigide et possede des gouttelettes plus circulaires, contribuant
ainsi a un systeme plus stabilisé¢ (Guinee et al., 2004). Dans notre cas, ’effet du ratio L/P
semble étre plus important que ’effet de la mastication. En effet, la microstructure affecte la
libération des ar6mes, par un effet combiné de rétention par les protéines et les gouttelettes
lipidiques. L’effet de rétention des protéines semble prévaloir sur 1’effet de réservoir des
lipides dans ce cas. A I'inverse, la plus grande libération d’aromes dans les fromages plus
riches en lipides et moins riches en protéines peut s’expliquer par une fonte (dissolution) plus
importante en bouche. En effet, le point de fusion de la matiére grasse est de 32 °C, ce qui
correspond a la température en bouche (Fabre, 2002). En effet, dans 1’étude préalablement
décrite de la libération du sodium en bouche, il a été montré que les matrices plus riches en
lipides libéraient plus de sodium en bouche, du fait d’une désintégration plus importante.
Cette désintégration plus importante dans la salive provoquerait une plus grande surface
d’échange en bouche, un plus grand transfert de masse des composés d’ardme, et une
libération plus importante. De plus, la plus grande quantité de sel libéré pourrait expliquer la
plus forte libération des composés d’ardme (par « salting out »). Une autre hypothése pourrait
étre I’augmentation de salive incorporée dans les bols alimentaires au cours de la mastication
des fromages possédant une teneur en lipides plus basse (Repoux et al., 2012b ; Tarrega et al.,
2011). Ceci conduirait a la dilution des composés d’ardme par la salive (Odake et al., 1998) et

a une plus faible libération de ceux-ci.
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ii. Effet de la teneur en NaCl sur [intensitée maximale de libération des

composés d’arome

Aucun effet significatif de 1’ajout de NaCl sur /max; n’a pu étre mis en évidence (Figure 43),
ce qui rejoint les conclusions de Lauverjat (2009c), sur des modeles fromagers, qui ne
montraient aucun effet significatif du NaCl sur Imax. Dans notre cas, I’effet du NaCl semble
dépendre du ratio L/P. Pour les cétones, une augmentation de la teneur en NaCl induit une
faible augmentation de /max, pour les modéles fromagers avec un ratio L/P égal a 28/20, alors
qu’elle induit une diminution de /max, pour les modeles fromagers avec un ratio L/P égal a
24/24. Aucune tendance n’a pu étre définie ni pour le ratio égal a 20/28, ni pour les autres
composés d’aréme. Il se peut que I’effet du NaCl sur /max; ne soit pas clairement identifiable
car le NaCl agit peut-étre préférentiellement avant déglutition (/max;), comme cela a pu étre
mis en évidence sur les modéles fromagers dont le ratio est égal a 28/20, avec 1’étude de 7L,

(Imax,/Tmax,).

Les effets de la composition des modéles fromagers sur le paramétre Imax, sont résumés

dans le Tableau 30, en considérant chacun des composés d’arome.

Tableau 30 : Récapitulatif des effets du ratio L/P et de la teneur en NaCl sur le
parameétre Imax,

Expérience Composés d’aréme N ratio L/P 7/ teneur en NaCl
. AN
Diacétyle N (pour 20/28)
(seulement pour salés)
Butanoate d’éthyle A NS
Intensité -
Hexanoate d’éthyle A\ N (pour 24/24)
maximale de
N 71 (pour 20/28 et 28/20)
libération des ~ Heptan-2-one
(tendance) A (tendance pour 24/24)
composés
N (pour 24/24)
d’aréme (Imax,) Octan-3-one A\

7) (tendance pour 28/20)

7 (pour 28/20)
Nonan-2-one A\
N (pour 24/24)

Ce tableau récapitule les effets préalablement cités, a savoir une diminution de /max, lorsque

le ratio L/P diminue et un effet du NaCl qui dépend des composés d’arome et du ratio L/P.
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c. Temps pour atteindre D’intensité maximale de libération des composés

d’arome (Tmax)

Le temps pour atteindre 1’intensité maximale de libération des composés d’ardme (7max) a
¢été ensuite considéré. Comme pour /max,, seules les valeurs de Tmax, sont décrites dans ce
paragraphe. En effet, Tmax, correspond toujours a Tmax global, et Tmax, et Tmax, présentent

des profils similaires.

i.  Différences interindividuelles de Tmax

Les valeurs de Tmax, sont trés variables selon les sujets et varient de 0,54 s a4 1,29 s (données
non montrées), mais ceci n’empéche pas de conclure quant a la variabilité entre produits et

composés d’ardme.

ii.  Effet du ratio L/P sur Tmax

Pour tous les composés d’ardme, une diminution du ratio L/P conduit & une augmentation
significative de Tmax, (p <0,001) (Figure 44), signifiant que I’intensit¢é maximale de
libération correspondante (/max;) est obtenue plus tardivement. Cela peut s’expliquer par des
processus en bouche (activité masticatoire, déglutitions, ...) plus longs quand le ratio L/P

diminue.
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Figure 44 : Variations des valeurs de 7max, en fonction des composés d’arome et des
modéles fromagers

a-d : les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme paramétre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).

iii.  Effet de la teneur en NaCl sur Tmax

Quel que soit le ratio L/P, les versions avec NaCl ajouté présentent des valeurs de Tmax;
significativement plus basses (p < 0,001) que les versions sans NaCl ajouté (Figure 44). Cela
peut s’expliquer par I’effet « salting out » du NaCl qui permet une libération des composés
d’arome plus rapide avant déglutition. Par conséquent, la libération des composés d’arome
apres déglutition est également plus rapide. Une corrélation intéressante a été mise en
¢vidence entre Tmax; et la durée avant déglutition (» = 0,577). Cela est di au fait que Imax;

est atteint plus vite lorsque le produit est dégluti plus vite.

. Variations de Tmax en fonction de la nature des composés d’arome

Les valeurs de Tmax, sont plus élevées pour les cétones que pour les esters, et elles
augmentent avec 1’hydrophobicité des composés (c’est-a-dire, lorsque les valeurs de logP

augmentent) (Figure 44).
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Ces résultats vont a ’encontre d’une précédente étude sur un modele fromager qui n’avait
montré aucun effet de la nature des composés d’ardme sur les valeurs de Tmax (Pionnier et
al., 2004a), mais ils rejoignent les études de Brauss et al. (1999), Aprea et al. (2006), et
Lauverjat (2009¢) qui avaient également trouvé un décalage dans la libération des composés
d’ardme selon leur hydrophobicité dans des yaourts, des crémes desserts ou des modéles
fromagers. Dans notre cas, le comportement du diacétyle (composé ayant la plus faible
hydrophobicité, logP = -1.34) est opposé a celui des autres composés : la valeur de Tmax; est
la plus élevée (Imax; arrive le plus tard pour ce composé), alors que la valeur de Tmax; est la
plus basse de toutes (données non montrées pour 7max;). Cela montre que les composés tres
hydrophiles sont libérés plus tard apres déglutition, alors qu’ils sont libérés plus rapidement
avant déglutition. Puisque les composés d’ardme sont plus ou moins hydrophobes selon leur
nature, I’organisation des gouttelettes lipidiques dans la phase protéique va influencer leur
transfert de la phase lipidique vers la phase aqueuse (Charles et al., 2000). Dans chaque classe
chimique (esters et cétones), les composés les plus hydrophobes ont une plus grande affinité
pour les lipides et sont donc plus retenus (de Roos, 1997 ; Doyen et al., 2001). Ainsi, leur

libération est plus lente et I’intensité maximale de libération est atteinte plus tard.

Les effets de la composition sur le parametre Tmax, sont résumés dans le Tableau 31, en

considérant chacun des composés d’aréome.
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Tableau 31 : Récapitulatif des effets du ratio L/P et de la teneur en NaCl sur le
parametre Tmax;

Expérience Composés d’aréme N ratio L/P 7/ teneur en NaCl
Diacétyle A N
Butanoate d’éthyle V) A (tendance)
Temps pour
' Hexanoate d’éthyle A N
atteindre Imax,
Heptan-2-one A A
(Tmaxy)
Octan-3-one A A
Nonan-2-one A N

En résumé, ce tableau montre que I’intensité maximale de libération apres déglutition est
atteinte plus tard (valeurs de Tmax; plus grandes) lorsque le ratio L/P diminue. L’effet du
NaCl est aussi le méme pour tous les composés, avec une diminution de 7max, lorsque la

teneur en NaCl augmente.

d. Comparaison des rapports des aires sous la courbe (aprés/avant la premiére
déglutition) : ratio AUC,/AUC;

Comme le rappelle la courbe présentée au début du paragraphe 4 (Figure 41), le profil de

libération comprend deux phases: avant et aprés déglutition. Ainsi, nous avons trouvé
intéressant d’examiner le rapport des aires sous la courbe de ces deux phases. Comme pour
Imax, les valeurs données d’aires sous la courbe de libération correspondent aux valeurs
brutes (apres lissage) divisées par les concentrations quantifiées des composés d’arome. De
plus, AUC totale et Imax présentent exactement les mémes évolutions. Nous ne présenterons
donc pas les résultats des aires totales sous la courbe (4UC), mais plutot le rapport des valeurs
moyennes de AUC, (pour chaque ion et chaque modele fromager) sur les valeurs moyennes
de AUC; (pour chaque ion et chaque modele fromager) (Figure 45). Les écart-types ne
figurent donc pas sur la figure. Les données de AUC totale seront mises en relation avec le

nombre de déglutitions ultérieurement.
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Figure 45 : Evolution du ratio AUC,/AUC; en fonction des modéles fromagers pour
chacun des composés d’aréme

Le ratio AUC,/AUC est toujours plus ¢élevé que 1, signifiant que la quantité d’ardmes libérés
est toujours plus élevée apres déglutition (AUC,) qu’avant déglutition (AUC,). La méme
observation a déja ét¢ mentionnée par d’autres auteurs (Lauverjat et al., 2009b ; Mestres et
al., 2006 ; Repoux et al., 2012b). De plus, des corrélations ont été mises en évidence entre

AUC, et Imax, (r = 0,65) et, moins significativement, entre AUC, et Imax; (r = 0,49).

i.  Effet du ratio L/P sur AUC,/AUC,
Dans I’ensemble, le ratio AUC,/AUC, est plus élevé quand le ratio L/P est plus haut, évoquant

un effet du contenu lipides/protéines sur le profil de libération d’ardomes (Figure 45). Les
lipides agissent comme un réservoir pour les composés d’ardme et retardent leur libération
apres déglutition. Cela peut aussi étre li¢ au fait que les modeles fromagers avec un ratio L/P
plus ¢élevé sont déglutis plus rapidement, laissant plus de temps apres déglutition pour que les
composés d’arome soient libérés. Ceci se confirme par des valeurs de AUC) plus faibles que
celles de AUC,. De plus, les produits a plus forte teneur en lipides ont tendance a laisser un
film gras plus important apres déglutition (Repoux et al., 2012a), qui participe a la libération

des composés d’arome.

Le ratio L/P influence la libération des composés d’ardme en fonction de la nature des
composés (Figure 45). Le ratio AUC,/AUC; est significativement plus €élevé pour les cétones

que pour les esters (p < 0,001), mettant en évidence le fait que les cétones sont plus libérées
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apres déglutition que les esters. Repoux et al. (2012b) ont observé le méme phénomene dans
des fromages fondus, dans lesquels la libération de la nonan-2-one avait lieu principalement
durant 1’étape post-déglutition. De plus, le ratio AUC,/AUC, augmente lorsque
I’hydrophobicité des composés augmente dans chaque classe chimique (cétones et esters). En
effet, pour les cétones, le ratio AUC,/AUC, varie entre 5,4 et 8,8 pour la nonan-2-one
(logP =2,71), alors qu’il varie entre 3,7 et 5,8 pour la octan-3-one (logP = 2,22), et entre 3,2
et 4,5 pour la heptan-2-one (logP =1,73). Dans le méme sens, pour les esters, le ratio
AUC,/AUC, varie entre 2,7 et 4,2 pour ’hexanoate d’éthyle (logP = 2,83), alors qu’il varie
entre 1,7 et 2,7 pour le butanoate d’éthyle (logP = 1,85). Ces résultats peuvent s’expliquer par
des modifications du coefficient de transfert de masse. En effet, les coefficients de transfert de
masse lipides/eau diminuent quand I’hydrophobicité des composés augmente (Voilley, 2006).
Cela expliquerait pourquoi les composés les plus hydrophobes sont libérés dans la salive plus
lentement du fait de leur transfert plus lent entre les gouttelettes lipidiques et la phase
aqueuse, ce qui entraine une quantit¢ d’ardmes libérés avant déglutition plus faible. De plus,
les produits a plus forte teneur en lipides ont tendance a laisser un film gras plus important
apres déglutition (Repoux et al., 2012a). Ce film lipidique contient les composés les plus

hydrophobes qui vont étre libérés apres déglutition (4UC»).

ii.  Effet de la teneur en NaCl sur AUC,/AUC,

Pour le composé le plus hydrophobe (nonan-2-one), I’effet du NaCl peut étre clairement

¢tabli, avec une augmentation du ratio AUC,/AUC, pour les versions avec NaCl ajouté. Cela
pourrait étre expliqué par 1’augmentation de la taille des gouttelettes suite a 1’ajout de NaCl.
Les plus grosses gouttelettes retarderaient le transfert des composés d’arome (Charles et al.,

2000) et décaleraient leur libération apres déglutition.

Comme nous I’avons mentionné auparavant, 1’aire totale sous la courbe de libération (AUC) a

¢té mise en relation avec le nombre de déglutitions et est présentée ci-apres.
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e. Libération d’aromes in vivo et nombre de déglutitions

Bien qu’aucun effet significatif de la composition n’ait pu étre identifié¢ sur le nombre de
déglutitions pendant la consommation, une relation intéressante entre ce nombre et la quantité
de composés d’arome libérés (AUC) a été mise en évidence. La Figure 46 illustre ce lien en
présentant 1’aire sous la courbe (ici pour la heptan-2-one) et le nombre de déglutitions pendant

la consommation.
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Figure 46 : Quantité d’arome libéré (exemple de la heptan-2-one) et nombre de
déglutitions pour les 10 sujets de I’étude

Les sujets présentant un nombre plus important de déglutitions présentent aussi une plus
grande quantité d’ardomes libérés (valeur plus élevée de AUC) (Figure 46). Ce lien entre AUC
et le nombre de déglutitions existe pour tous les sujets (excepté pour le sujet S6), quelle que
soit la quantité globale d’ardmes qu’ils libérent. Le sujet S6 présente un nombre étonnamment
¢levé de déglutitions, associé a une faible libération d’aromes. Cela peut étre expliqué par un
profil de mastication particulier (nombre de cycles de mastication extrémement bas) qui
conduit a une faible libération d’ard6mes, malgré un nombre ¢levé de déglutitions. En excluant
le sujet S6, une corrélation (» = 0,57) a été mise en évidence entre le nombre de déglutitions et

la quantité d’aromes libérés (4AUC).
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Cela peut étre di a une augmentation de la libération d’ardmes apres déglutition (Hodgson et
al., 2003) : la succession de déglutitions conduit a une augmentation globale de la libération
d’aromes. De plus, la quantité d’aromes libérés est également corrélée au nombre de cycles
masticatoires (= 0,69) et a la durée de mastication (» =0,72). Cela peut expliquer pourquoi
certains sujets (par exemple les sujets S8 et S9) présentent des quantités similaires de
libération d’aromes alors que leurs nombres de déglutitions sont différents. Par ailleurs,
I’analyse des valeurs des aires sous les courbes (Figure 46) montre que trois groupes de sujets
différents peuvent étre considérés :
- le groupe des forts libérateurs (aires supérieures a 2,5.10” u.a.) avec les sujets S2, S7 et
S10,
- le groupe des libérateurs moyens (aires entre 1,5.10” u.a. et 2,5.10” u.a.) avec les sujets
S1, S3 et S4,
- le groupe des faibles libérateurs (aires inférieures a 1,5.107 u.a.) avec les sujets S5, S6,
S8 et S9.
Malgré des différences de quantités d’aromes libérés, la relation entre AUC et le nombre de
déglutitions existe pour les trois groupes de libérateurs (sauf pour le sujet S6), ce qui met en

¢vidence I’'important effet de la physiologie sur la libération des composés d’arome.

L’¢tude de la libération des composés d’ardme en conditions in vivo a mis en évidence que
cette libération était affectée a la fois par la mastication et par la déglutition dans un protocole
de consommation libre, mais elle a également montré que la composition et la microstructure
des produits gouvernaient la libération des composés d’arome, avec un effet de rétention par

la matrice des modeles fromagers.

Afin de savoir si la libération des composés d’ardme in vivo pouvait €tre expliquée par la
libération des composés d’arome in vitro, la quantité des composés d’arome dans la phase

vapeur a été étudiée a 1’équilibre et est présentée dans le paragraphe suivant.
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5. Etude de la quantité de composés d’arome en phase vapeur a I’équilibre

A 25 °C, la quantité¢ de composés d’ardme libérés dans la phase vapeur a 1’équilibre était trop
faible pour étre bien détectable, du fait de la forte teneur en matiére séche des modeles
fromagers (protéines + matiere grasse), ces deux constituants étant reconnus pour ralentir la
libération des composés d’arome. Ainsi, nous avons choisi d’étudier la libération a 32 °C, ce

qui correspond a la température en bouche (Fabre, 2002).

Sur la Figure 47, les résultats bruts sont représentés, c’est-a-dire les surfaces des pics des

chromatogrammes, sans considération des concentrations respectives des composés d’arome.
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diacétyle butanoate hexanoate  heptan-2-one octan-3-one nonan-2-one
d'éthyle d'éthyle

Figure 47 : Quantité de composés d’arome dans la phase vapeur : surfaces des pics des
chromatogrammes
a-d: les valeurs comportant des lettres différentes, pour un compos¢ d’aréme, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).

L’analyse des résultats bruts montre que les quantités d’aromes dans la phase vapeur sont
différentes en fonction des modeles fromagers, et notamment qu’une plus grande quantité
d’aromes est libérée depuis les modeles fromagers possédant un ratio L/P de 20/28. Cela ne
constitue pas une conclusion en tant que telle, mais cela confirme I’intérét de la quantification
des aromes car les différences de libérations peuvent étre dues a des quantités d’ardmes
initiales différentes. En effet, avec la quantification des aromes, nous avions trouvé que les
modeles fromagers avec un ratio L/P de 20/28 possédaient une plus grande quantité d’aromes

que les autres.
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Nous avons ensuite utilisé les mémes données que précédemment, mais en les pondérant par
les concentrations quantifiées apres extraction. Les résultats pondérés sont représentés sur la

Figure 48 ci-dessous.
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Figure 48 : Quantité d’aréomes libérés dans la phase vapeur : surface des pics
chromatographiques pondérée par les concentrations en arome
a-d: les valeurs comportant des lettres différentes, pour un composé¢ d’ardme, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).
La Figure 48 montre que 1’effet de la composition des modeles fromagers sur la libération des

composés d’arome dépend du composé d’arome.

a. Effet du ratio L/P sur la quantité des composés d’arome en phase vapeur

Pour le diacétyle, la quantité¢ d’aromes dans la phase vapeur est significativement plus faible
lorsque le ratio L/P diminue, du fait de la plus grande affinit¢ de ce composé d’arome
hydrophile pour la phase protéique aqueuse. La méme évolution est observée pour le
butanoate d’éthyle dans les modeles fromagers sans NaCl, alors que pour les cétones, la
quantit¢ d’aromes dans la phase vapeur est globalement plus faible lorsque le ratio L/P
augmente, ce qui est conforme avec une plus grande affinité pour la matic¢re grasse de ces

composés les plus hydrophobes.
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b. Effet de la teneur en NaCl sur la quantité des composés d’arome en phase

yapeur
Dans tous les cas, I’effet du NaCl sur la quantité libérée des composés d’arome en phase

vapeur dépend du ratio L/P. Pour les esters et le diacétyle, un ajout de sel, lorsqu’il est
significatif, tend a diminuer la quantit¢ des composés d’ardbme dans la phase vapeur,
probablement car la microstructure associée est plus tortueuse. Pour les cétones, I’effet du

NaCl est plus difficilement observable et varie selon les composés.
Les effets de la composition des modéles fromagers sur la quantité d’aromes libérés en

phase vapeur (in vitro) sont résumés dans le Tableau 32, en considérant chacun des

composés d’arome.
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Tableau 32 : Récapitulatif des effets du ratio L/P et de la teneur en NaCl sur la quantité
d’aromes dans la phase vapeur a I’équilibre, libérée depuis les modéles fromagers

Expérience Composés d’aréme N ratio L/P 7/ teneur en NaCl
A\|
Diacétyle N
(seulement pour 28/20)
A (pour non salés) AN |
Butanoate d’éthyle
A1 (pour salés) (seulement pour 28/20)
Quantité N
Hexanoate d’éthyle NS
d’aromes dans la (seulement pour 20/28)
phase vapeur A A (pour 28/20)

Heptan-2-one

(seulement pour salés)

7) (pour 20/28)

Octan-3-one

A

(seulement pour salés)

7 (pour 20/28)

Nonan-2-one

NS

NS

En résumé, ce tableau montre que le ratio L/P et la teneur en NaCl influencent différemment

la quantité de composés d’arome dans la phase vapeur a 1’équilibre selon les composés

d’arome.

Apres avoir décrit I’ensemble des résultats de mobilité et de libération du sodium et des

composés d’arome, nous nous sommes demandés comment les différences de libération

du sodium et des composés d’arome pouvaient étre percues lors de la consommation des

modéeles fromagers. Nous avons donc réalisé un profil sensoriel des produits afin

d’étudier la perception du NaCl et la perception des composés d’arome.
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IV. Etudes de la perception sensorielle des modéles fromagers

Le profil sensoriel permet d’obtenir la cartographie des caractéristiques sensorielles des
produits. Il a ét¢ mené avec les descripteurs sensoriels percus en bouche, générés par le panel
de dégustateurs : descripteurs de texture (morcellement, dureté, compact, élastique, gras en
bouche, lisse en bouche et collant), saveur salée et descripteur d’arome (intensité aromatique

globale, note fruitée, note lactée et note beurre) (cf. Tableau 11).

Afin de s’assurer que les notations effectuées par le panel sur les descripteurs en bouche
¢taient exploitables, nous avons étudié les performances du panel et les résultats sont

présentés ci-apres.

1. Performances du panel

Les performances globales et individuelles ont été analysées en vue d’orienter le profil mais
aussi en vue d’avoir un apercu des capacités du panel. Voici une sélection des résultats
statistiques les plus pertinents ayant permis de rendre compte de la qualité du panel au cours
des s€ances d’entrainement du profil.

a. Le pouvoir discriminant

A TD’échelle du panel, une représentation graphique a permis d’évaluer la capacité a
discriminer les produits sur chacun des descripteurs. Une comparaison entre les 3 répétitions
du premier mois du profil (mai) et les 3 répétitions du mois suivant (juin) a permis de

visualiser directement 1’évolution de la compréhension des descripteurs (Figures 49 et 50).

salée <0,0001 ntens.salée <0,0 001 "
fIntens.aro.glob <0,0001 ***
Inters.aroant 09925 M
Hot.fruitée 0,0381 *

- tMotlactée 02449 NS
--rHot.heurre 0,0230 *
Morcellement 00011 **
lisse.houche <0,0001 ***
grashouche 0,0256

E lastique <0,0001 ***

Hot.fuitée <0,0001 ***
Hotlactée 0,0020 *
Hot.bewrre <0,0001 ***

-1 Morcellement <0,0001 **
Lissehouche <0,0001 ***

Gras.bouche <0,0001 ***

Dureté <0,0001 ** Elastique <0,0001 ***
Collant <0,0001 *** Dureté <0,0001 ***
P &tewD 1 852 NS Collant <0,0001 ***

pact <0,0001 =

1I 2 3 4 5 B ? 8 9 10" Compact <0,0001 ***
NS : Non significatif 45% = 5% ™ 1% *:0.1% vt o2 3 45 BT 8 891D
M3 MNon significatif 5% *:5% ™: 1% ™™:01%

Figure 49 : Pouvoir discriminant Figure 50 : Pouvoir discriminant
(ANOVA) du panel au mois de mai (ANOVA) du panel au mois de juin
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Entre mai et juin, la discrimination des produits par le panel s’est visiblement améliorée
(3 descripteurs non significatifs en mai, a plus aucun descripteur non significatif en juin). Seul
le descripteur «note lactée » a ét¢é un peu plus difficile a assimiler. Les panélistes

différenciaient moins bien les produits pour ce descripteur.

b. L’accord

L’accord individuel de chaque juge avec le panel a été mis en évidence pour le mois de mai et
le mois de juin (Tableaux 33 et 34). Le code couleur permet de visualiser 1’évolution positive
de I’accord entre les deux mois : la plus grande proportion d’éléments verts et la moins grande
proportion d’éléments rouges entre les mois de mai et juin montre une amélioration de
I’accord entre les panélistes. Les seuils respectifs (pour la validité de I’accord) étaient de 60 %
pour le mois de mai et 75% pour le mois de juin. Les juges ont donc développé leurs capacités

d’accord individuel pour chacun des descripteurs au cours des séances d’entrainement.

Tableau 33 : Accord individuel de Tableau 34 : Accord individuel de
chaque juge avec le panel (mai) chaque juge avec le panel (juin)

B Accord avec le reste du groupe

Légende : [] Envoiede progression

Bl Absence d’accord avec le reste du groupe
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c. La répétabilité

L’évolution de la répétabilité n’est pas présentée car il s'agit d'un parametre plus subtil a
¢évaluer, trés variant au fil des séances. En effet, la répétabilité de notation peut augmenter,
puis diminuer. Elle ne refléte pas nécessairement la performance des sujets. En effet, certains
sujets ont présenté une répétabilité plus prononcée que d’autres. Il est difficile pour un étre
humain d’étre répétable a 100%. Cependant, étre répétable ne signifie pas pour autant étre
performant. Des sujets peuvent avoir une bonne répétabilité, noter de la méme manicre d’une
séance a I’autre mais avoir des difficultés dans la compréhension du descripteur et présenter
des performances discriminantes faibles. C’est pourquoi, pour cette étude, nous avons
privilégié des sujets avec un pouvoir discriminant élevé. Les sujets ont donc compris les
descripteurs, méme s’ils ne notent pas exactement de la méme facon d’une séance a 1’autre.
De plus, les sujets possédaient finalement peu de séances pour augmenter leur répétabilité.
Des profils se déroulant sur plusieurs mois sont nécessaires pour augmenter réellement la

répétabilité.

Une ANOVA complémentaire indiquant le pouvoir discriminant global a été réalisée

(Figure 51).

— L28P20s
) — L28P2Z0

Intens.salee <0,0001 ** LZ4P 245
| A Lan — L24P24

Intens.aro.gloh <0,0001 Canpans
2 -Notfruitée <0,0001 " L20FP28

rNotlactée <0,0001 **
rMotheume <0,0001

- Morcellement <0,0001 ***
rLisse bouche <=0,0001 **
rGras.bouche <0,0001 **
FElastique <0,0001 ***
Dureté <0,0001
rCollant <0,0001 **

1 Di:onlmﬂ =0,0001 **

de ool Loo-o

[
]
[ M
[h]
=
(3]
(=3
-1
[mm)

M5 Mon significatif 2 5% *:0 8% = 1% " 01%
Figure 51 : Pouvoir discriminant (ANOVA) du panel lors des séances de mesures

Cette analyse a permis de vérifier la bonne compréhension des descripteurs par le panel. Les
sujets sont parvenus a faire une différence entre les produits pour chacun des descripteurs

(Pvalue du Fproduit trés significative, p < 0,001).
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A T’issue de I’entrainement, les panélistes ont €té évalués comme discriminants, en accord, et
répétables, par chacun des tests statistiques effectués. Ainsi, les séances de mesures des
produits ont été effectuées avec un panel qui a compris les différents descripteurs et qui a été
capable de faire des différences entre les produits pour chacun des descripteurs. De plus, le
panel est composé de juges capables d’étre en accord entre eux sur la majorité des

descripteurs.

Par ailleurs, lors de la réalisation des ANOVA, un effet “sujet” a été trouvé pour chaque
descripteur, ce qui signifie que les panélistes n’utilisent pas exactement de la méme fagon
I’échelle de notation (Lawless & Heymann, 1999). Un effet “sujet” significatif est fréquent,
méme dans le cas d’un panel trés entrainé (Lawless & Heymann, 1999). Cela n’affecte en rien
les conclusions sur les produits étudiés. Les résultats obtenus suite aux séances de mesure des

six modeles fromagers sont présentés dans les paragraphes suivants.

2. Caractérisation sensorielle globale des modéles fromagers par analyse en variables
canoniques (AVC)

Tout d’abord, une caractérisation sensorielle globale des modéeles fromagers a été effectuée
par AVC. Cette analyse s’apparente a une ACP des moyennes des produits qui tient compte
de la dispersion des notes des sujets autour de chaque moyenne (Figure 52). Les descripteurs
de texture (morcellement, dureté, compact, élastique, gras en bouche, lisse en bouche et
collant), la saveur salée et les descripteurs d’ardme (intensité aromatique globale, note fruitée,
note lactée et note beurre) figurent sur cette représentation. Chaque descripteur percu en
bouche est représenté par un segment de droite : plus le segment est grand, plus le descripteur
participe a la discrimination des produits. Les produits sont représentés par des étoiles bleues.
La caractérisation des produits se fait par projection perpendiculaire sur le segment du
descripteur correspondant. Les cercles correspondent a des ellipses de confiance (indice de
confiance de 90%). S’ils ne sont pas superposés, les produits sont jugés significativement

différents selon cette représentation.
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Figure 52 : Analyse en variables canoniques (AVC) de la perception des six modéles
fromagers
Cette représentation AVC apporte un premier apergu des caractéristiques des produits et de

leurs descripteurs. Elle est commentée dans les paragraphes ci-dessous.

a. Effet du ratio L/P sur les caractéristiques sensorielles des modeéles fromagers

(AVO)

Le plan 1-2 sépare les descripteurs de texture en opposant les descripteurs tels que

morcellement, élastique, compact et dureté, aux descripteurs tels que lisse en bouche, gras en
bouche et collant (Figure 52). Les mode¢les fromagers sont trés bien associés aux descripteurs
de texture selon leurs ratios L/P. En effet, les mode¢les fromagers possédant le ratio L/P égal a
20/28 sont plus proches des descripteurs morcellement, élastique, compact et dureté, que les
modeles ayant un ratio 24/24 ou 28/20. A I’inverse, les modeles fromagers possédant le ratio
L/P ¢égal a 28/20 sont plus proches des descripteurs lisse en bouche, gras en bouche et collant
que les modeles ayant un ratio 24/24 ou 20/28. A I’exception de L24P24s et L28P20s qui
présentent des caractéristiques voisines sur cette représentation, les autres produits sont bien

différenciés (ellipses indépendantes).
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b. Effet de la teneur en NaCl sur les caractéristiques sensorielles des modéles
fromagers (AVC)

Dans le plan 1-2 de la représentation AVC, I’intensité salée (et dans une moindre mesure

I’intensité de I’arome global) est projetée perpendiculairement aux descripteurs de texture, ce
qui signifie que la saveur salée n’est pas corrélée avec les descripteurs de texture (Figure 52).
Les trois modeles fromagers avec NaCl ajouté (L28P20s, L24P24s et L20P28s) se
différencient bien des modeles sans NaCl (L28P20, L24P24 et L20P28). En revanche, les
notes aromatiques (note lactée, note beurre, note fruitée) semblent, quant a elles, moins bien

représentées. Il y a moins de différences entre les produits pour ces descripteurs.

Afin d’avoir une différenciation plus fine des produits entre eux, une ANOVA et un test LSD

de Fisher ont été réalisés.

3. Caractérisation sensorielle des modéles fromagers par analyse de la variance
(ANOVA) et test LSD de Fisher sur chaque descripteur

Dans ce paragraphe, les résultats pour les descripteurs sensoriels de texture seront, tout
d’abord, présentés. Ils seront divisés en deux catégories de descripteurs de texture (en lien
avec la mastication et en lien avec la formation du bol alimentaire), d’apres les associations de

la représentation AVC (Figure 52). Ensuite, la saveur salée et ’ardme (intensité aromatique,

note fruitée, note lactée et note beurre) seront analysés.

a. Descripteurs sensoriels de texture en bouche

i.  Descripteurs sensoriels de texture en lien avec la mastication

Les intensités de quatre des descripteurs de texture sont présentées sur la Figure 53. Il s’agit

des descripteurs évalués en mastiquant le produit (entre les dents).
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Figure 53 : Notation des descripteurs morcellement, dureté, compact et élastique pour
les six modéles fromagers

a-e : les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme parametre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).

e Effet du ratio L/P et de la teneur en NaCl sur la perception des descripteurs de
texture (mastication)

Un effet significatif du ratio L/P a été mis en évidence sur la notation des descripteurs de
texture : morcellement, dureté, compact et ¢lastique (p <0,001). L’intensit¢ de ces
descripteurs est plus importante lorsque le ratio L/P est faible. En revanche, ’intensité est
significativement plus faible pour les modéles fromagers avec NaCl ajouté (p < 0,001). Pour
les descripteurs morcellement et dureté, ces observations sensorielles rejoignent les mesures
instrumentales préalablement effectuées (mesures de rhéologie) et qui indiquent a la fois une
augmentation de la résistance des modeéles fromagers lorsque le ratio L/P diminue, et une
diminution de la résistance pour les modéles fromagers avec NaCl ajouté. Cela confirme le
vocabulaire sensoriel généré : lorsque le ratio L/P diminue, les modéles fromagers sont percus
comme ¢étant plus durs, plus compacts et formant de petits morceaux en bouche lors de la
mastication (morcellement en bouche). Les mesures sensorielles et instrumentales évoluent
dans le méme sens, ce qui signifie que les différences de composition et de structure des
modeles fromagers ont engendré des modifications significatives des descripteurs sensoriels
de texture. De ce fait, les données sensorielles permettent de préciser les différences entre les

produits.
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e Cas particulier du descripteur élastique

La Figure 54 présente les valeurs d’intensité pour le descripteur sensoriel élastique, mises en
regard des valeurs du module de déformabilité obtenues rhéologiquement et présentées

antérieurement dans ce manuscrit.
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Figure 54 : Comparaison de D’élasticité sensorielle et du module de déformabilité
(élasticité rhéologique) pour les six modéeles fromagers

Le descripteur sensoriel élastique évolue a I'inverse de 1’élasticité rhéologique (le module de
déformabilit¢é MD reflétant 1’inverse de 1’¢lasticité rhéologique) (Figure 54). En effet, les
valeurs de MD montrent que les modéles fromagers ayant le ratio L/P le plus faible sont les
moins ¢€lastiques d’un point de vue rhéologique (MD plus ¢levé). D’un point de vue sensoriel,
I’¢lasticité évaluée est supérieure pour les modeles fromagers ayant le plus faible ratio L/P.
Une diminution d’¢élasticité suite a 1’ajout de sel est pergue sensoriellement pour les trois
ratios L/P alors que 1’¢lasticité rhéologique ne diminue que pour le ratio 28/20 (augmentation
de MD). Ces résultats confirment de précédents travaux ayant montré les divergences entre
¢lasticité sensorielle et élasticité rhéologique (Noel ef al., 1996). En réalité, le terme élastique
ne correspond pas aux mémes concepts dans les deux cas. L’élasticité rhéologique désigne la
propriété d’un corps a revenir a sa forme initiale aprés déformation, alors que 1’¢lasticité
sensorielle a ¢t¢ définie par le panel de dégustateurs comme désignant des produits
caoutchouteux, qui résistent a la mastication. En ce sens, 1’¢lasticité sensorielle est, peut-étre,

a comparer davantage a la résistance rhéologique qu’a I’¢lasticité rhéologique.
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ii. Descripteurs sensoriels de texture en lien avec la formation du bol

alimentaire

Les trois autres descripteurs de texture analysés par le panel sont présentés sur la Figure 55.
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Figure 55 : Notation des descripteurs lisse, gras et collant pour les six modéles fromagers
a-e : les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme parametre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).

o Effet du ratio L/P et de la teneur en NaCl sur la perception des descripteurs de
texture (formation du bol alimentaire)
Un effet significatif du ratio L/P a été mis en évidence sur la notation des descripteurs de

texture : lisse, gras et collant (p <0,001). L’intensité de ces descripteurs est plus importante
lorsque le ratio L/P est plus élevé. En effet, le phénoméne de tapissage en bouche (« mouth
coating ») par la mati¢re grasse est plus ¢levé pour les fromages les plus riches en matiére
grasse (Repoux et al., 2012a), ce qui explique qu’ils soient percus plus gras en bouche. Ce
tapissage est ¢galement a 1’origine de la perception du caractére lisse en bouche.

L’effet du NaCl n’est observable que pour les descripteurs lisse et gras avec une intensité
percue significativement plus élevée de ces deux descripteurs pour les modeles fromagers
avec NaCl ajouté (p <0,001). La taille plus importante des gouttelettes lipidiques, observée
microscopiquement dans les modeles fromagers avec NaCl ajouté, pourrait induire un
tapissage en bouche plus important et donc une intensité plus €élevée des caracteéres gras et
lisse en bouche. Par ailleurs, ce résultat peut également provenir d’une interaction entre
perception salée et perception du gras (Lawrence et al., 2012), avec un effet « exhausteur » de

I’une pour I’autre. Le descripteur collant n’est, quant a lui, pas affecté par la teneur en NaCl.
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iii.  Relations entre la texture sensorielle et les mesures rhéologiques

Une ACP prenant simultanément en compte les notes des juges pour les descripteurs de
texture et les mesures instrumentales de déformabilité, contrainte et résistance est présentée

sur la Figure 56.
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Figure 56 : Représentation ACP des descripteurs de texture et des mesures rhéologiques
effectuées sur les modeles fromagers

La représentation ACP permet de confirmer les corrélations et les oppositions mises en
évidence précédemment. Ainsi, la résistance et la contrainte (rhéologique) sont corrélées aux
descripteurs de texture désignant des produits compacts, morcelés, durs et élastiques. En
revanche, 1’¢lasticité sensorielle et le module de déformabilité ne sont pas associés sur I’ACP.
Ils ne désignent pas la méme notion. Ceci confirme que les données obtenues
expérimentalement ne peuvent pas toujours é&tre corrélées aux mesures sensorielles.
L’extrapolation n’est pas toujours possible. Ceci est dii au fait que la perception de la texture
en bouche est une action multimodale, pas seulement mécanique. En effet, la perception de la
texture est un phénomene complexe, qui fait également intervenir des phénomenes tactiles et

kinesthésiques (Meilgaard ef al., 1991).

Apres nous €tre intéressés aux descripteurs de texture percus en bouche, nous avons étudié les

descripteurs sensoriels de la flaveur (saveur et arome).
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b. Description de la saveur salée

Dans le cas de note étude, seule la saveur salée a été étudiée car c’est la seule saveur qui a été
identifiée dans les modeles fromagers par le panel de dégustateurs. La Figure 57 ci-dessous

présente les notes obtenues par les six modeles fromagers pour I’intensité salée.

mL28P20
BL28P20s
mL24P24
R mL24P24s
i mL20P28
¢ @mL20P28s

b

Notes
moyennes

O -=_2DNWPHPOOIONO®WOO

intensité salée
Figure 57 : Notation de ’intensité salée pour les six modéles fromagers
a-c: les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme parametre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).

i.  Effet de la teneur en NaCl sur [’intensité salée des modéles fromagers

Les différences de teneurs en NaCl des produits ont bien été pergues par les sujets puisque les
produits avec et sans NaCl ajouté sont significativement différents. Les 3 mode¢les fromagers
sans NaCl ajouté se trouvent dans le méme groupe statistique et possédent les notes les plus
basses d’intensité salée. La notation n’est cependant pas nulle, ce qui indique que les sels de
fonte, méme seuls, participent a I’intensité salée. Les modeles fromagers avec NaCl ajouté
possedent les notes les plus hautes avec un écart de plus de 4 points sur une échelle
de 10 points. Des différences significatives d’intensité existent entre les produits avec NaCl
ajouté, qui peuvent s’expliquer par des différences de composition ou de structure des
modeles fromagers.

ii.  Effet du ratio L/P sur l'intensité salée des modeles fromagers

Le ratio L/P n’affecte pas la notation des trois modeles fromagers sans NaCl ajouté. En
revanche, a I’échelle des produits avec NaCl, une subdivision peut étre observée : le modele
L20P28s est noté significativement moins salé que les modeles L24P24s et L28P20s.

L’absence de différence significative d’intensité salée entre les modeles L28P20s et L24P24s
explique la proximité de ces deux modeles fromagers sur la représentation AVC. La
perception salée est plus intense lorsqu’il y a plus de matiere grasse dans le produit. Ceci peut

s’expliquer par la présence d’interactions perceptives entre la perception salée et la perception
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du gras (Lawrence et al., 2012), avec un effet « exhausteur » de I’une pour 1’autre. Dans notre
cas, les modeles plus gras sont notés plus salés, et les modeles plus salés sont notés plus
gras en bouche.

La perception salée peut également étre reliée a la mobilité des ions sodium observée par
RMN. Ce type de relation n’a été que tres peu étudié, mais nous pouvons citer les travaux de
Rosett et al. (1997) sur des soupes, qui ont montré que la moindre mobilité du sodium (et sa
liaison aux caséines) provoquait une diminution de la saveur salée. De plus, il a été montré
précédemment, dans ce manuscrit, que les ions sodium étaient moins mobiles et qu’ils étaient
moins libérés dans la salive pour les modeles fromagers avec un ratio L/P bas. Ainsi, la
perception salée s’expliquerait par la mobilité des ions sodium dans le produit et par leur
libération en bouche, contrairement a de précédentes études qui montraient une relation
inverse entre libération du sodium en bouche et perception salée (Lawrence ef al., 2012 ; Phan
et al., 2008). En revanche, I’effet du sodium li¢ ne peut pas étre un argument d’explication
pour la perception salée car aucune différence entre les quantités de sodium 1ié¢ n’a pu étre

mise en évidence entre les modeles fromagers avec NaCl ajouté.

c. Descripteurs sensoriels de I’arome

La Figure 58 présente les notes obtenues par les six modeles fromagers pour 1’intensité
aromatique globale per¢ue en bouche lors de la consommation, et pour I’intensité des notes

fruitée, lactée et beurre.

- Notes moyennes
W L28P20

| BL28P20s
1 WL24P24
1 BL24P24s
| d mL20P28
d BL20P28s
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intensité aromatique note fruitée note lactée note beurre

Figure 58 : Notation de I’intensité aromatique globale, de la note fruitée, de la note
lactée et de la note beurre pour les six modéles fromagers
a-d : les valeurs comportant des lettres différentes, pour un méme paramétre, sont

significativement différentes (p < 0,05, test LSD de Fisher).
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L’intensité¢ aromatique globale se décompose en plusieurs notes (fruitée, lactée, beurre) qui

évoluent de maniere similaire et selon le méme profil que I’intensité aromatique globale.

i. Effet de la teneur en NaCl sur [’intensité des descripteurs sensoriels de

["arome
Les intensités des descripteurs sensoriels de 1’arome sont significativement plus faibles pour
les modéles fromagers sans NaCl que pour les modeles fromagers avec NaCl ajouté
(p <0,001) (Figure 58). L’augmentation de I’intensité aromatique lorsque la teneur en agent
sapide augmente a déja été observée avec du NaCl ou du sucre (Cook et al., 2003 ; Lethuaut
et al., 2005). La différence de notation entre les modeles fromagers sans NaCl et avec NaCl
est plus importante pour I’intensité aromatique globale que pour les autres notes particuliéres
qui la compose. Ceci peut s’expliquer par un effet cumulatif des notes aromatiques en

mélange (Berglund et al., 1976).

il. Effet du ratio L/P sur ['intensité des descripteurs sensoriels de |'arome

L’effet du ratio L/P sur Dl’intensité des descripteurs sensoriels de 1’ardme des modéles
fromagers est significatif a la fois pour les modéles fromagers sans NaCl et pour ceux avec
NaCl ajouté (p < 0,001). Plus le ratio L/P est élevé, plus I’intensité des descripteurs sensoriels
de I’arome est élevée. Ceci peut étre expliqué par la libération des ardmes en bouche lors de la
consommation. En effet, le suivi de cette libération jusque dans la cavité nasale a montré que
les composés d’ardome étaient plus libérés en présence d’un ratio L/P plus élevé. De plus, la
persistance des composés d’ardme en bouche est peut-€tre plus importante a cause d’un
tapissage plus important en bouche par la matiére grasse. Par ailleurs, la note beurre est
percue plus intense dans les modeles fromagers pour lesquels le ratio L/P est plus élevé. Ce
sont ces mémes modeles fromagers qui €taient également pergus comme plus gras en bouche.
Ainsi, cela peut montrer une interaction entre perception de la texture (gras en bouche) et

perception aromatique (note beurre).

Les effets de la composition des modéles fromagers sur les intensités des descripteurs
sensoriels percus lors de la consommation des modéles fromagers sont résumés dans le

Tableau 35.
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Tableau 35 : Récapitulatif des effets du ratio L/P et de la teneur en NaCl sur la
perception sensorielle des modeles fromagers

Catégorie Descripteurs N ratio L/P A teneur en NaCl
Morcellement A N
Dureté A N
. Compact A A
Descripteurs de
Elastique A N
texture
Gras en bouche A A
Lisse en bouche Y| A
Collant N pas d’effet
Descripteur de
Intensité salée A A
saveur
. Intensité aromatique globale N A
Descripteurs
Notes aromatiques
d’ardmes A A

spécifiques

En résumé, ce tableau montre qu’une diminution du ratio L/P a pour conséquence une

augmentation d’intensité des descripteurs morcellement, dureté, compact et élastique ; une

diminution des descripteurs gras en bouche, lisse en bouche et collant ; et une diminution

d’intensité de tous les descripteurs de la flaveur (saveur et arome). Par ailleurs, les notations

des descripteurs évoluent de maniére inverse suite a une augmentation de la teneur en NaCl.

Les différentes techniques employées dans le cadre de ce projet de theése ont permis de

mieux comprendre les relations entre la mobilité du sodium, la libération du NaCl et des

composés d’arome (dans I’eau et en bouche), et la perception des modéles fromagers.

Afin d’approfondir la réflexion concernant les résultats obtenus par ces différentes

techniques, la partie suivante propose une discussion générale des résultats, suivie d’une

conclusion et des perspectives de travail.
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DISCUSSION GENERALE
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Ce travail a permis d’étudier les relations entre mobilité du sodium, libération du sel et des

composés d’ardme et perception de la flaveur dans des modeles fromagers.

Apres avoir caractérisé les propriétés rhéologiques et la microstructure, et apres s’étre assuré
que le pH et la teneur en maticere seéche ne variaient pas significativement entre les modeles
fromagers, nous avons étudié 1’impact de la composition des modeles fromagers sur ces
phénomenes de mobilité, de libération et de perception. Dans cette partie, nous proposons de
discuter les résultats et d’approfondir leur interprétation, en prenant pour point de départ la
perception des modeles fromagers et en I’expliquant par les mécanismes que nous avons

¢tudiés, de I’échelle macroscopique jusqu’a I’échelle moléculaire.

Dans un premier temps, nous allons discuter les résultats relatifs a la perception salée. Nous
avons mis en évidence des différences de perception salée entre les modeles fromagers, non
seulement en modifiant la teneur en NaCl, mais aussi en modifiant la composition en lipides
et protéines. Les résultats de perception salée des modéles fromagers peuvent étre expliqués
par la libération du sodium en bouche lors de la consommation des modeles fromagers. En
effet, a teneur en sodium équivalente (10,6 g.kg™), les modéles fromagers plus riches en
lipides et moins riches en protéines ont été pergus plus salés et ont conduit a une libération de
sodium plus rapide et plus importante en bouche que les autres modéeles fromagers. Ce pulse
initial de sodium, ainsi que la quantité¢ plus importante de sodium libéré en bouche ont
augmenté la quantité d’ions Na' parvenant aux récepteurs gustatifs, et ont ainsi augmenté
I’intensité salée percue. Dans un deuxiéme temps, outre une libération de sodium plus
importante en bouche, les modéles fromagers avec le ratio L/P le plus élevé sont ¢galement
ceux qui présentent la plus grande mobilité des ions Na™ au sein de la phase protéique. Cette
plus grande mobilit¢é a été expliquée par une phase protéique plus hydratée et une
microstructure associée plus lache, laissant plus d’espaces pour de plus grosses gouttelettes
lipidiques. Ainsi, dans le cadre de notre étude, la perception salée des modeles fromagers peut

étre expliquée par la libération du sodium en bouche et par la mobilité des ions sodium.

De plus, les modeles fromagers avec la microstructure la plus contrastée (plus gros globules
gras), et donc la répartition de sodium la plus hétérogene, ont été pergus plus salés. Or, une
distribution spatiale inhomogeéne de sel et des contrastes de concentrations en sel dans
I’aliment provoquent des pulses salés en bouche, qui augmentent également la perception
salée. Ceci a pu étre démontré sur la distribution hétérogeéne du sucre dans des gels (Mosca et

al., 2012), mais aussi sur la distribution hétérogeéne du sel dans du pain (Noort et al., 2010).
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L’augmentation de perception de I’intensité salée dans les modeles fromagers possédant un
ratio L/P plus ¢élevé peut également étre expliquée par le fait que ces modeles fromagers
soient déglutis plus vite (valeurs plus faibles de la durée avant la premiere déglutition). Or, les
déglutitions provoquent des pulses de libération du sel en bouche, et ces pulses sont associés a
une intensité salée pergue plus intense (Busch et al., 2009). La libération pulsatile du sodium
en bouche a, en effet, été décrite comme un facteur augmentant la perception salée

(Meiselman & Halpern, 1973).

Alors que 1’¢tude de la mastication avait été réalisée sur les modeles fromagers lors du suivi
de la libération des composés d’ardme par APCI-MS, elle peut aussi étre mise en regard de la
libération du NaCl en bouche, puisque ce sont les mémes modeles fromagers qui ont été
consommés. En comparant les données de mastication a celles de libération du sodium en
bouche, on s’apercoit que les modeles fromagers qui nécessitent I’activité masticatoire la plus
importante ne sont pas ceux qui libérent le plus de sodium, tout comme ce n’étaient pas ceux
qui libéraient le plus de composés d’ardme. Ainsi, dans notre cas, I’effet de la composition et
de la microstructure associée serait plus important sur la libération des composés de la flaveur

(NaCl et composés d’ardome) que celui de la mastication.

L’ensemble des résultats obtenus nous a permis de comprendre que le ratio L/P n’était pas le
seul paramétre modifiant la microstructure des modéles fromagers. La teneur en NaCl des
modeles fromagers impacte également 1’organisation de la phase protéique, la structure et les
propriétés rhéologiques des modeles fromagers. En effet, la présence de NaCl améliore
I’hydratation de la phase protéique (Hardy & Steinberg, 1984), laissant des pores de taille plus
importante pour I’inclusion de gouttelettes lipidiques plus grosses, ceci étant associé a une
moindre résistance rhéologique. Une phase protéique plus hydratée et moins organisée (du
fait des plus grosses gouttelettes lipidiques) contribue a expliquer une plus grande mobilité

des ions Na" dans les mode¢les fromagers avec NaCl ajouté.

Dans les produits réalisés, nous pouvons signaler que le ratio sodium/maticre seche est
constant pour chaque teneur en NaCl (respectivement 1,2 % pour les modeles sans NaCl et
2,0 % pour les modeles avec NaCl ajouté), mais le ratio sodium/protéines varie. Ainsi, pour
les modeles fromagers sans NaCl ajouté, le ratio sodium/protéines varie de 2,3 %, pour les
modeles fromagers avec le ratio L/P égal a 20/28, a 3,2 % pour le ratio 28/20. De méme, dans
les modéles fromagers avec NaCl ajouté, le ratio sodium/protéines varie de 3,8 %, pour les

modeles fromagers avec le ratio L/P égal a 20/28, a 5,3 % pour le ratio 28/20.
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Ceci signifie que les modeles fromagers avec un ratio L/P plus faible possedent
proportionnellement moins de sodium dans la phase protéique. Cela montre que ce n’est donc
pas la proportion de sodium dans la phase protéique mais bien la proportion d’hydratation de

la phase protéique qui influence la mobilité des ions sodium.

Grace a la RMN *’Na, nous avons pu déterminer 1’état de liaison et la dynamique des ions
sodium présents dans les modeles fromagers. Cela nous a permis de mettre en évidence une
fraction de sodium li¢, quantifiable. La quantification de cette fraction de sodium li¢ a
néanmoins montré que la proportion de sodium lié ne variait presque pas entre les six
formulations de mod¢les fromagers. Ainsi, puisque le rapport sodium li¢/sodium total a été
trouvé presque constant dans les modéles fromagers (= 18 % en RMN), la mobilité du sodium
total (lié + libre) refléterait, en fait, le comportement du sodium libre dans les modeles
fromagers. Ces résultats de mobilité du sodium total et du sodium lié montrent également que
les variations de la perception salée entre les mod¢les fromagers avec NaCl ajouté ne sont pas
dues a des proportions différentes de sodium li¢ car aucune différence significative n’a été
mise en évidence concernant la quantité de sodium li¢ dans les modeles fromagers avec NaCl
ajouté. Par ailleurs, puisque ni la teneur en NaCl, ni le ratio L/P ne modifient véritablement la
proportion de sodium li¢ dans les modéles fromagers, il est possible que le principal facteur
affectant la fraction de sodium li¢ soit le pourcentage de matiére séche, comme cela avait pu

étre observé sur des fromages (Gobet, 2008).

En ce qui concerne la perception de 1’ardbme, la réalisation du profil sensoriel a également
permis de montrer que les modéles fromagers plus riches en lipides (moins riches en
protéines) et plus riches en NaCl étaient pergus plus aromatiques. Or, ce sont ces modéles
fromagers qui présentaient les libérations in vivo les plus importantes du sodium et des
composés d’ardme. Comme nous 1’avons mentionné auparavant, la composition des modeles
fromagers influence ces libérations. Dans notre cas, les effets du ratio L/P et de la teneur en
NaCl sur la libération des composés d’ardme dans la cavité nasale peuvent €tre schématisés

de la fagon suivante :
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1) Effet NaCl : libération plus rapide des composés 2) Effet lipides et taille des globules gras : libération
d’aréme de |a phase protéique (moins hydrophobes) retardée des composés d’aréme de la phase lipidique
=>» valeurs de pentes (libération) plus grandes (plus hydrophobes)
=>» Libération plus importante aprés déglutition

Phase de mastication Phase post-déglutition

EE— | ——

e A A NaCl
o COMPOSés

d’aréme

Phase protéique

Phase lipidique

Figure 59 : Schématisation des effets du ratio L/P et de la teneur en NaCl sur la
libération in vivo des composés d’arome
En réalité, I’effet du NaCl et du ratio L/P peut s’expliquer en deux temps :

- Dans un premier temps, 1’augmentation de la teneur en sel déclenche une libération
rapide des composés d’arome présents dans la phase aqueuse. Ces composés sont
libérés dans la salive puis vers la cavité nasale (voie rétronasale de libération des
composés d’ardme). Ceci expliquerait les valeurs plus importantes des taux initiaux de
libération d’aromes pour les modéles fromagers avec NaCl ajouté.

- Dans un second temps, le transfert des composés d’ardme hydrophobes solubilisés
dans les gouttelettes lipidiques s’opére. Il a d’abord lieu de la phase lipidique vers la
phase protéique. Mais, les gouttelettes lipidiques de taille importante des modeles avec
NaCl ajouté ralentissent le transfert. Cela pourrait expliquer la seconde partie de
libération des aromes, avec une libération des ardmes plus lente et donc une quantité
plus importante d’arOdmes libérés apres déglutition (valeurs plus grandes du ratio
AUGC/AUCY).

Le ratio L/P et la teneur en NaCl agissent donc de maniere différente sur la libération des
composés d’ardme. De plus, ils gouvernent également les phénomenes de déglutition, avec
une déglutition plus rapide des modéles fromagers comportant une teneur en NaCl plus
importante et un ratio L/P plus élevé. Ces déglutitions plus rapides sont associées a une

libération plus importante du sodium et des composés d’ardme en bouche.
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Les déglutitions plus rapides peuvent étre dues a une plus grande salivation (due au NaCl) et a
une lubrification plus importante (due aux lipides). De plus, la fragmentation en bouche et
I’incorporation de salive peuvent aussi étre différentes entre produits (Repoux et al., 2012b ;
Yven et al., 2012), mais nous n’avons pas controlé ces parameétres. En revanche, nous avions
mis en évidence que la mastication n’était pas un parametre déterminant pour la libération des
composés d’arome. Dans le cas de notre étude, la composition (ratio L/P et teneur en NaCl) et
la microstructure sembleraient avoir plus d’influence que la mastication sur la libération des
composés d’arome. Par ailleurs, les effets observés sur la libération in vivo des composés
d’ardme ne sont pas dus aux propriétés de partage des composés d’ardme dans la phase

vapeur.

Les mode¢les fromagers avec NaCl ajoutés, percus plus aromatiques, ne présentaient pas de
libération des composés d’aréme significativement plus importante. Deux hypothéses peuvent

étre émises pour expliquer ces résultats :

- Les différences interindividuelles mises en évidence lors de I’étude en conditions in
vivo masquent les éventuelles différences de libération des composés d’ardme entre
les modeles avec NaCl ajouté et ceux sans NaCl. En effet, I’importance de la
variabilité interindividuelle peut masquer des effets sur la libération des composés
d’aréme dans la cavité nasale (Gierczynski, 2007).

- Les interactions sensorielles texture—ardme et/ou saveur—arOme que nous avons citées
précédemment affectent la perception des modeles fromagers, expliquant les

différences entre libérations in vivo (sel et composés d’arome) et perception.

Enfin, sur un plan purement perceptif, nos résultats laissent supposer des interactions entre la
perception du sel, la perception des composés d’ardme, et la perception du gras en bouche.
Tout d’abord, en ce qui concerne la perception salée et la perception aromatique, nous avons
expliqué I’intensité aromatique pergue plus €levée dans les modeles fromagers avec NaCl par
la présence de sel (exhausteur de gotit) qui a induit également une intensité salée percue plus
importante. Inversement, il est possible que la perception aromatique ait également augmenté
la perception salée. En effet, les modéles fromagers plus riches en matieére grasse et moins
riches en protéines ont libéré plus de composés d’ardme en bouche et ont été percus plus
aromatiques, tout en étant également pergus plus salés. Or, il existe des interactions saveur-
ardbme et les arOmes congruents de la saveur salée, tels qu’un ardme fromage, peuvent

augmenter la perception salée (Lawrence et al., 2011).
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Par ailleurs, comme nous 1’avons mentionné dans la partie Résultats, il est trés probable que
les perceptions du sel et du gras en bouche interagissent. Dans notre cas, les modeles
fromagers plus gras (plus riches en lipides et moins riches en protéines) ont été pergus plus
salés, et inversement, les modeles fromagers plus salés ont été percus comme étant plus gras
en bouche. Ce type d’interactions a déja été suggéré par Lawrence ef al. (2012) mais il est
difficile d’étudier la part de D’effet de chaque perception sur 1’autre. Des ¢études
complémentaires, peut-étre sur des émulsions simples salées, pourraient permettre de mieux
comprendre les interactions entre perception du sel et perception du gras. Les interactions
perceptuelles entre sel et matiére grasse pourraient également expliquer le fait que les deux
produits avec la plus forte teneur en NaCl et les deux ratios L/P les plus élevés (L24P24s et
L28P20s) aient été notés de facon plus proche par les sujets, alors qu’ils étaient bien
différentiables sur le plan de la physico-chimie et de la rhéologie. En I’occurrence, il est
possible que I’absence de différence significative de notation de I’intensité salée pour ces
deux modeles fromagers les ait rapprochés sur la représentation graphique de ’AVC
(Figure 52). De plus, un report des descripteurs de texture sur la notation des descripteurs de

saveurs et d’ardme est également possible (Gierczynski ef al., 2011).

Finalement, les résultats sensoriels peuvent également étre mis en relation avec les résultats
d’activité masticatoire. Les modéles fromagers percus comme étant plus durs, plus compacts
et formant de petits morceaux en bouche lors de la mastication (morcellement en bouche) sont
ceux qui nécessitaient le plus de cycles masticatoires, le plus de travail masticatoire et la plus
grande durée de mastication. La rhéologie des modeles fromagers influence donc la
perception, mais il se peut que la perception de texture en bouche, qui a lieu des le premier
coup de dent (qui agit en quelque sorte comme un texturometre en bouche) influence ensuite
le comportement masticatoire, ce qui peut impacter ensuite une perception sensorielle
modifiée du produit déstructuré. De plus, il se peut également que la perception salée en
bouche influence la physiologie de consommation, car nous avons montré que les produits

percus plus salés étaient déglutis plus vite.

Enfin, le cas particulier de I’élasticité mérite une explication approfondie car bien que
I’¢lasticité sensorielle et le module de déformabilité rhéologique soient souvent comparés
(Lassoued et al., 2008 ; Vinas et al., 2007), les définitions d’élasticité sous-jacentes ne sont
pas les mémes (Lauverjat, 2009¢c). En général, les termes sensoriels et rhéologiques qui font
référence a la fermeté et a la résistance des fromages sont fortement corrélés (Foegeding et

al., 2003), mais les termes sensoriels décrivant les notions de fracture, d’adhésivité,
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d’¢lasticité et de cohésion des fromages ne sont que faiblement, voire pas du tout, corrélés
aux propriétés rhéologiques (Foegeding et al., 2003). Tout d’abord, les corrélations entre
parametre rhéologique et paramétre sensoriel dépendent des conditions du test (temps, vitesse
de compression, taux de déformation). Le fromage étant un produit viscoélastique, 1’équilibre
entre ces deux propriétés est modifié selon le test utilisé. Le ratio de ’énergie dissipée (partie
visqueuse) sur 1’énergie emmagasinée (partie €lastique) dépend de I’échelle de temps de la
déformation. Par conséquent, la réponse du matériau dépend du temps (FIL-268, 1991). Les
tests rhéologiques sont mis au point pour évaluer des propriétés physiques et non pour imiter
le processus sensoriel humain (Foegeding er al., 2003). Les tests rhéologiques mesurent
seulement un événement ‘unique’ : les forces et déformations associées a la premiere bouchée
de consommation. Cela ne représente que 2 a 10% du temps total de mastication normale
(Bourne, 1975). De plus, les méthodes instrumentales ne peuvent pas mimer le profil de
mastication particulier de chaque personne (Wilkinson et al., 2000). En réalité, 1’¢lasticité
sensorielle évaluée par les juges est bien plus complexe que 1’¢lasticité mesurée
instrumentalement. En effet, la perception de la texture est un phénomene complexe, qui fait

¢galement intervenir des phénomenes tactiles et kinesthésiques (Meilgaard et al., 1991).
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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L’ensemble des travaux décrits dans ce manuscrit a montré que la composition de modeles
fromagers (ratio lipides/protéines (L/P) et teneur en sel) modifiait la structure de la phase
protéique et de la phase lipidique, modifiant ainsi la mobilité et la libération des molécules de

la flaveur (sel, composés d’ardme).

L’approche pluridisciplinaire que nous avons menée a permis de comprendre les différentes
causes a 1’origine des variations de perception des aliments. Dans un contexte de réduction du
sel et de la mati¢re grasse dans les aliments, une étude intégrée des effets de ces réductions
apporte de nouvelles pistes de réflexion, puisqu’elle a été conduite depuis le niveau
moléculaire jusqu’au niveau macroscopique et a la perception. Les différentes techniques
complémentaires qui ont été utilisées dans ce travail ont permis d’avancer dans la

compréhension de la mobilité du sel et des composés d’arome.

Méme si les résultats trouvés n’apportent pas directement une stratégie de réduction de la
maticre grasse et du sel, ils offrent une meilleure compréhension des mécanismes impliqués.
Les résultats de nos travaux ne sont pas en faveur des produits allégés, puisque les modeles
fromagers plus riches en matiere grasse sont percus comme ¢tant plus salés et plus
aromatiques, et les modeles fromagers plus riches en sel sont pergus comme étant plus gras en
bouche et plus aromatique. La diminution de la teneur en sel et en matiere grasse diminue
donc les propriétés organoleptiques des modeles fromagers. Néanmoins, une piste intéressante
concerne la taille des globules gras des modéles fromagers. En effet, nous avons montré que
des produits comportant des globules gras plus gros étaient percus plus salés, comme cela
avait également pu étre montré sur des spécialités fromageres (Wendin et al., 2000). Ici réside
peut-étre une piste de formulation des produits fromagers, et notamment des fromages fondus.
On sait que la taille des globules ne dépend pas uniquement de la teneur en maticre grasse,
mais aussi de la vitesse de cisaillement, de la température de fabrication, des sels de fonte
utilisés et du type de matiere grasse (Caric ef al., 1985 ; Kalab et al., 1987 ; Mulsow et al.,
2007). Ainsi, les industriels peuvent modifier la taille des globules gras, sans augmenter la

teneur en matiere grasse, afin d’optimiser la perception salée.

La taille des cristaux de sel peut également modifier la perception salée (Fisk et al., 2012).
Des cristaux de sel de taille plus importante conduisent a une plus faible intensité de la
perception salée, associée a une libération moins intense et retardée du sel dans la salive
(maximum de concentration atteint aprés 50 s au lieu de 20 s). La taille des cristaux de sel

pourrait donc €tre une autre piste d’optimisation de la perception salée dans des produits tels
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que les fromages. De plus, les expériences RMN ont montré que les ions sodium étaient
moins mobiles et dans un environnement plus ordonné lorsque le ratio L/P diminuait. De ce
fait, il pourrait également étre intéressant de considérer un taux d’hydratation constant des
protéines, et de voir si la simple augmentation de la teneur en matiere grasse affecterait de la
méme fagon la mobilité des ions Na'. Dans notre cas, compte-tenu des contraintes de
formulation des mode¢les fromagers, la gamme de variation des teneurs en NaCl et des ratios
L/P n’était pas trés étendue. La réalisation de modeles fromagers avec de plus grandes
variations de composition pourrait conduire a des résultats complémentaires et a une
meilleure compréhension de I’impact de leur composition sur la fraction de sodium li¢. En
outre, afin de mieux comprendre les interactions moléculaires entre caséines et ions Na', les
complexes caséines-Na™ pourraient étre étudiés par des méthodes spectroscopiques, par

I’étude de la solubilité¢ des complexes ou par RMN.

Enfin, dans ce manuscrit, la mobilité des composés d’ardme n’a pas été¢ étudiée par RMN.
Cependant, la technique de RMN-DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy) apporte des
informations sur la diffusion intrinseéque des molécules d’arome dans les modeles fromagers.
En effet, Andriot et al. (2009) ont montré par cette technique que les protéines modifiaient le
comportement moléculaire des composés d’arome. De plus, Gostan et al. (2004) et Gobet et
al. (2006) ont également montré, par cette technique, que 1’ajout de NaCl a des gels de
carraghénanes modifiait la structure et diminuait la diffusion des composés d’arome,
différemment selon la nature des composés. L’étude de la mobilité des composés d’ardme par
RMN-DOSY serait donc complémentaire de 1’étude de la libération in vivo des composés
d’ardme et de I’étude de la quantité d’ardmes libérés dans la phase vapeur. En effet, cette
technique d’investigation moléculaire permettrait de confirmer si I’importance de la structure

observée sur la libération des composés d’arome est €également présente sur leur diffusion.

Par ailleurs, toute 1’étude de cette thése a porté sur des modeles fromagers. Afin de valider
I’ensemble des résultats obtenus, une étude similaire pourrait étre menée sur des fromages
réels. De plus, il serait intéressant de prendre en compte, dans de futures études, d’autres
parameétres physiologiques, tels que le flux salivaire, la composition salivaire, le tapissage en
bouche par la matiere grasse, ou 1’é¢tude du bol alimentaire qui pourraient expliquer les
échanges entre le produit et la salive, afin de mieux comprendre la libération des composés
d’ardme. En effet, bien que nous nous soyons intéress€s principalement aux différences entre

produits, nous avons pu voir, lors de chaque expérience faisant intervenir des sujets humains,
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qu’il existait des différences interindividuelles physiologiques. L’¢tude de la physiologie

apparait donc comme une piste complémentaire de compréhension des mécanismes étudiés.

Enfin, d’un point de vue sensoriel, le profil sensoriel permet une trés bonne caractérisation
des produits, mais le choix des descripteurs dépend du choix des panélistes puisque les
descripteurs ont été initialement proposés par leurs soins. Les informations obtenues par le
profil sensoriel pourraient étre complétées par des analyses sensorielles dynamiques, telles
que I’étude de la dominance temporelle des sensations (DTS), qui préciseraient les résultats
de libération in vivo dynamique des composés d’arome obtenus par APCI-MS (Labbe ef al.,
2009). Ce type d’¢tude pluridisciplinaire, avec un maximum de paramétres suivis
simultanément, reste une perspective tres intéressante dans la compréhension des mécanismes

de mobilité, de libération et de perception des molécules de la flaveur.
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| SODIUM IONS IN MODEL CHEESES AT MOLECULAR AND MACROSCOPIC

. LEVELS

L Andriot', L. Boisard®, C Vergoignan®, C. Salles”, E. Guichard®

'Lipids-Aromas Platform, Centre des Sciences du Golt et de 'Alimentation, UMR1324

©  INRA, UMRG6265 CNRS, Université de Bourgogne, Agrosup Dijon, F-21000 Dijon.
~ PLAVI Rescarch Group, Cenire des Sciences du Golt of de 'Alimentation, UMR1324
. INRA, UMR6265 CNRS, Universitd de Bourgogne, Agrosup Dijon, F-21000 Dijon.

1. INTRODUCTION

The excessive consumption of sodium is one of the camses of nuiritional-related health
problems. The reduction of salt content without affecting lmhmlnigim! and sensorial

- properties of foodstuffs is currently a challenge for the food ndustry.” There is a need o0

develop tools to quantify the “active™ sodium iops in food products at molecular and
macroscopic levels o better understand the in-moath salt release. In this context, methods
for the quantification of the bound fraction of sodium were developed.

2. MATERIALS AND METHODS

Model cheeses

Model cheeses with three different structures were made using a processed cheese
{65°C, 7 min 30, 2000 rpm) with three raties of lipids/proteins (0.5, 0.75 and

1), and two salt concentrations (0 and 10 g L™ of NaCl). The water content was equal o

50% for all the cheeses studied.

HNa NMR

At molecular level, the quantification of total sodium and bound sodium was performed by
“pa NMR Y A cylindtical sample (& = 0.9 cm, length = 5 cm) was taken from a cheese
sumple and inserted in a 10 mm NMR tube. Anocther 5 mm MMR tube containing a
solution of Na;Dy(FPPpl in D40 ([Na'}= 0.4 M) was inserted as external reference.

Pia gingle-quantem (SQ) and double-quantum-filtered (DQF) NME. experiments were
recorded at 132.29 MHz on a Bruker Avance-500 spectrometer equipped with & 10 mm
broad-band probe. All the NME. experiments were carried out at 25°C.

Partition coefficient

At macroscopic level, the partition coefficients of sodium ions in cheeses were determined
according 1o the method developed by Lauverjat ef al.” A piece of cheese (10 £) was put in
1 L of ultrapure water (Milli}). After 24 hours of equilibrivm at 25°C, an aliquot of water
was taken. The quantificstion of sodiwmn released in water was performed by a
conductimetric detection, after ionic separation using HPLC (Dionex [C3-3000). Knowing



V7
0,81 £0.05
1046 = 0,00
£.06 £ 0.05
B.61 =019

Relaxation time
The
051 4 0,01
0.51 = 0.00
0.35+£0.01
0,34 +£0.01

Bound sodium
1.62 £ 0.00

160 & 0.02
1154044

119 +0.01

18.6 =047
19.39 £ (.05
2037 £0.44

1908 + 0.58

5.65+£0.02
6.13 =003
4,42 +0.66

Total sodium

1.86 = 0.01
173005
1.63+029

[g-L]}
691 £0.11
11,01 % 0.06
721017
Intermediate 1096+ 0.16 143+£004 3.79+0.08

Cheeses
cheese with

Soft cheese
without

Mall
Soft cheese

with NaCl

cheese
without

NaCl

Intermediate

Table 1: Cuanrification af total sodium and bound sedium, creation time and relazation time by ¥ Na NMR.

Magnetic Resonance in Food Seimmes " New Developments in Food Syttetns i)
i

2 - the initial concentration of sodium in cheeses, the partition coefficients were calculated,
= M Comparisons between the different obtained values were done using a Newman-Keuals test
H H
= o . RESULTS AND DISCUSSION
=l )
otal sodium amount wes quantified by “Ma NMR with a good precision (Table 1). At
= 2 olecular level, the relaxation time of total sodium (759, 70¢) decreases when the
= = - firmness increases, thus the sodium mobility deercascs. For an identical composition, when
H H ~ the sodivm content incresses, the sodium mobility decresses. Moreover, when the protein
E5S el - content increases, which induces an increase of firmness, the sodivm jons are less mobile.
= o o Conceming the bound sodim, the ratio of “Area bound sodinm/ Area total sedium™ is
approximately the same whatever the composition of cheeses.
© The creation lime of bound sodivm muu._nq decreases when the cheeses firmness increases,
= m " {hus the system is more organised arcund the bound sodium. The values of relaxation (ime
3 ¥ for bound sodium (7,22 , T2 ) have the same behaviour as those of total sodium; i.c. the
= e - relaxation time of bound sodium decresses when the firmness increnses, thus the bound
— - sodium mobility decreases, For an identical composition, when the sodium conteat
- increases, the beund sodium mobility decreases.
Thus, the YNa relaxation time measurements and the DOF parameters highlight the impact
- . - of the composition (ratio of lipids/proteins} on the interactions berween the sodium ions
M M and the food matrices, confirming preliminary results obtained by Gobet et al*
A 1 At macroscopic level, the partition eoefficients (Table 2) are always lower than 1, which
Pt = means that a part of sodium is retained by the cheese matrices, The partition coefficient of
- = sodium decresses with the increase of cheese fiminesa. These results are in agreement with
- - * those obtained at molecular level.
o = ‘able 2: Partition coefficient of sodium in cheese determined at 25°C,
T % Cheeses Ratio [NaHuua  Partition
g P Lipids/Proteins __ {gL") cocfficient
ak b Sofl cheese without MaCl 1 72 075
Zoft chease with MeCl 1 11.1 082"
wy = Intermediate cheese without MaCl 0.75 7.2 0,76"
= = Intermediate: cheese with NaCl 0.75 1.1 0.76"
H + Firm cheese without NaCl 0.5 . T2 0.649°
zﬂ._ H Firm cheese with MaCl 0.5 11.1 0.7
— — % gignificantly different at 0,05
"
= < 4, CONCLUSION
] - )
A = This study allows to better understand the role of sodium in foodstufTs, It highlights dhat
= - NMR iz a powerful tool to quantify tofal sodium and bound sodium ions. Resulis on
o mobility al motecular level explain the differences in the macroscopic sodium release in
Cat water. A better understanding of sodium mobility in function of food composition and
m M sirucure will help o better explain saltiness,
GEZTES
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Annexe 2 :

Aide-mémoire remis aux sujets du panel lors du profil sensoriel : description des

descripteurs en bouche.
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Descripteurs de saveurs, goat, sensations, arémes

L T T T Ty

< INTENSITE SALEE

Définition du descripteur : Présence plus ou moins forte de sel.

Quand ? Pendant et aprés la mise en bouche Ou ? Dans l'ensemble de la bouche, le nez

Mode opératoire : En machant le produit

Echelle et références produits

NON PERCUE TRES INTENSE

Eau Solution salée

Descripteurs de saveurs, godt, sensations, arbmes

< INTENSITE AROMATIQUE GLOBALE

Définition du descripteur : GoUt plus ou moins prononcé.

Quand ? Pendant et apres la mise en bouche  Ou? Dans I'ensemble de la bouche, le nez

Mode opératoire : En machant le produit

Echelle et références produits

NON PERCUE TRES INTENSE

|
F.

+ 4

Camembert de Normandie au Lait cru
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Descripteurs de saveurs, godt, sensations, arémes

<> NOTE FRUITEE

Définition du descripteur : qui rappelle le go(t d’un ou plusieurs fruits.

Quand ? Pendant et aprés la mise en bouche  Ou ? Dans I’ensemble de la bouche, le nez
Mode opératoire : En machant le produit

Echelle et références produits

NON PERCUE TRES INTENSE

Yaourt multi-fruits (Fruits des bois + Abricot)

Descripteurs de saveurs, godt, sensations, arémes

<> NOTE LACTEE

Définition du descripteur : Qui a le go(t de lait, de creme.

Quand ? Pendant et aprés la mise en bouche  Ou? Dans |I'ensemble de la bouche, le nez
Mode opératoire : En machant le produit

Echelle et références produits

NON PERCUE TRES INTENSE

F

Lait entier stérilisé
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Descripteurs de saveurs, goQt, sensations, arémes

<> NOTE BEURRE / GRAS

Définition du descripteur : Godt plus ou moins prononcé de beurre, de gras.

Quand ? Pendant et aprés la mise en bouche  Ou? Dans |I'ensemble de la bouche, le nez
Mode opératoire : En machant le produit

Echelle et références produits

NON PERCUE TRES INTENSE

Beurre

Descripteurs de texture

<> TEXTURE MORCELEE

Définition du descripteur : Qui se fractionne, qui fait de petits morceaux en bouche.

Quand ? Pendant et aprés la mastication Ou ? Entre les dents et sur la langue
Mode opératoire : En machant le produit

Echelle et références produits

PAS MORCELEE TRES MORCELEE

<

Vache qui rit Mimolette
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Descripteurs de texture

<> LISSE EN BOUCHE

Définition du descripteur : Qui glisse en bouche (contraire de rugueux), notion de fluidité en
bouche.

Quand ? Des la mise en bouche Ou ? Sur le palais
Mode opératoire : En machant le produit

Echelle et références produits

PAS LISSE TRES LISSE

.

Qe

S —

Parmesan Cancoillotte

Descripteurs de texture

<> GRAS EN BOUCHE

Définition du descripteur : Qui nappe la bouche, qui laisse un film huileux/lipidique en bouche.

Quand ? Apres la mastication, aprés avoir avalé le produit Ou ? Surlalangue et le palais
Mode opératoire : En passant la langue sur le palais

Echelle et références produits

PAS GRAS TRES GRAS

/

/4 ...\?i -

g i ol

Fromage blanc a 0% Brillat Savarin
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Descripteurs de texture

< ELASTIQUE

Définition du descripteur : Qui résiste a la mastication, qui est caoutchouteux.

Quand ? Pendant la mastication Ou? Entre les dents

Mode opératoire : En machant

Echelle et références produits

PAS ELASTIQUE TRES ELASTIQUE

J

—

Yaourt nature Ficello

Descripteurs de texture

<~ DURETE

Définition du descripteur : Qui est difficile a croquer, contraire de mou.

Quand ? Dés la mise en bouche et pendant la mastication Ou? Entre les dents

Mode opératoire : En machant

Echelle et références produits

MOU DUR
i
Kidiboo Parmesan
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Descripteurs de texture

<> COLLANT

Définition du descripteur : Qui colle aux dents et aux palais.

Quand ? Dés la mise en bouche et pendant la mastication Ou ? Sur le palais, entre les dents
Mode opératoire : En machant, en passant la langue sur le palais

Echelle et références produits

PAS COLLANT TRES COLLANT

~—

Yaourt nature Cancoillotte

Descripteurs de texture

L R T T T T T T TR TR TR T R R T T N TP T PP PP TP PP T e

< COMPACT

Définition du descripteur : Qui reste dense en bouche, qui est épais, difficile a mastiquer.

Quand ? Pendant la mastication Ol ? Entre les dents

Mode opératoire : En machant

Echelle et références produits

PAS COMPACT TRES COMPACT

e

Mousse ail et fines herbes Emmental Carrefour

p .gy@
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Annexes 3 et 4 :

Publications issues du travail de these
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2. Materials and methsds

2 1. Compoition and preparation of the meode] chesses
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oped by Tarrega, Yoen, Semon, and Salles 2008). The ingredients
wsed were remsel Casein | Ewral Peitouraise, Kames, France), acid
cavein (BEA Laclalis, Framee ), comvimercial melling salts | Kasomel
21B5; Prayun Ewrophis, Engis, Belgism), 2 nhydrous milk Fay:Cor-
man, Goe-Limboerg, Belgism), deionised water (il O, Milli
pove, Bedld, BA), B0 aml citric acid (bath Siema Akbrick
Sreinbeim, Germany) (Takke | ]

Sin el chesse s were prepared and contained Uhree diflerent
li pid {1 prevesion | P') eatiae (LAF Do) 2830, 24024 and 2287 and
vy levels of added sl {HaCl): 0 and 1% The LiP ratios were @l
cislated frism the diy matler contents of milk G ipid ] and casein
Cprotein). The six model chesses were labelled aveneding 1o their
LiF ratis and dheic sall contenls (indicated with an ‘s’ when salt
wwas adided) (Tahle 1 ).

To prepa e the madel cheeses, the ingredients were placed ina
cutter miser (RIVY, Robot Cospe, Montceans bes: Mines, Frane: | in
the Elowing oo water, Wall, citric acid rennel casein, scid
casein, melling salls and milk il Batches of 550g of mumbel
chesses were mepared al 754C, with & mixing speed sel al
3500 pm K T min 306 The model chesse s were 1hen placed in
plastic mps 0 order o Bdlitale their solsegieenl otilisation
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The pH values were conbrolled wsdag o pH elecinsde {T0EIE
Hamna Instruments, Frame) e the bis omidel chesses and were
Townd e be within e same amge, betseen BE7 and §85
(Tabde 1). Dry maller molents wers determined with a moisiome
analyser (06 12E Precisa, Poisse, Franme | for each model dveese
and did sl vary sighificantly betwesn peoducts TTalkke 1)

The ash compent of model cheeses was determined accomding o
the Inlemmatisal Dairy Federa ton (1DF) standard me thod (IDF-27,
19641 The ash residue was tresed with &M hydrochlenc acid

(HO) and the tolal sedwm oomlent inothe sohetion wa s determined
by atomic abeorplion spedreopy. The reselling sadiem conte mis
i U el Chieese s are showenin Talsbe 1. The safwm content of
vl cherses without added NaQ came froom meltig salls | neg
ligiktle guantities in e ot ingredients] whemas the sodiem
wntenlin the sall-seppleme ned model chesses came Trem both
mielling sl and added NaCl

22 Texarre gnal ysis: Theolog iml megairements

A uniaxial compression test was pErkomed oo model cheese
izsiteg @ TA KT 2 Lex Lure aialyser | Slable Bick: Systems Lid., Tham
pan, Frame) al 13 <C. The model cheese s had been produced  twn
we ks beforme the analyss and then dored a4 °Cinsealed vacumm
ks Cylindrical comples {18 mm height « 13 mm diameler)
were cul inLhe midde of e cheeses wsing a cork -bore . Bach ssm
phe was placed ina closed: plastic bbe and stoned at 13 %C at keast
15 min before Lhe compresson 2o This step enabled the somple
v vl o samypling sbrain and b oaveid desioation. The samples
were compressed with @ 35-fam plare al a constant spesd of
OB mimns " e reach V0 of their initial height {90 compresson |
Four replicales were oblaimd The swoddas of debimability
Mln), U stress al makimal delrmaton (o) and Lhe work Lo
madimal deformation (W) wers calkculaed Buwm e foece-
i spla ement cuenee.

The mndichss of deformabilivy, whidh i the initial shope ol the
our ve, chatacterised the elasdic properties of the model cheeses
Higher 4 alses indicated lower elastic properties. The sre s al max-
'i'-im.lﬂn-u.ﬂdﬂlﬂs Lir i imal deformation cha racterised
the mechanicl res s e of the model ches s

21 Microstrudurs analysiv: confocal loser serming micrsoogy

Ginall pieds (aboul B« Bx Jmm) were ‘ol From model
e ses amd placedon glas stides. Fa Ly acids and prolein network
were s Lained according to the meted described by Floury et al,
08, The dyeing solution was prepaied by mising 600l Hile
Fed Murescenl dye (D08 wiv in propame 1.2-disl; Sigma Aldrids,
SL Lingis, MWD and 0 pl Acridine Crampe dye for michsany
WK wiv in distilled water; Sigma-Aldridi). The simples were
stained by adding 15 pl of the dyeing sohetion, covered with a
lam, ilip s placed s the dark al 4°C b 30 min

The trvicrostric bt was shsereed g a comfo| Leica TCS SP2
micrpsmpe (Leica Micresyseme Heidelberg, Germany). Protein
i e ks green ) vwere performed wing an argonikn ypion la
ser owith an exdlation wavelsm b of 488 mm amd an emission
i vekeim th betwesn 502 amd 563 nim Measwements T Bty
acids [med) were roied ol wsing a belicminesn iser with an
extilabion wavele meth of 543 mm and an & misson wavelemeth be
w584 and 57 . Foi each sample, images al fve differst
it in e mode | cheese (prevdoreplicte s) were cotlected.
The lacatioms v aried Frasm the centre U Uhe omler pan of te maedel
theess. Images with 512 « 512 pikel resslution were acguired
wming an ol immersion objective (HC PL AP0 5 40= 075-1 35)
Thiee imlependent e picales were perlfemmed. The fal sverlay
ooire sponded L Che symbined mages of the Gy acids and the
protein network in sgeental confmcal mEcrosopy acpeisition
e

24 Sodim WMR spect rsopy ol dura processing

Susali i iner mudility was studied al a mokecular level wsing ™ Ha
NME speclmscopy Beoude e grdnpelar Mo audeus (apin
I=3{2), with its short recyding time. & easily observable wnder
HME spearosmpy. The samples wemre prepared according to the
et d described by Gobet, Frscal, and Mareas | M00%): 2 o lindr il
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sertign [emibs dem and widith =8 (0mm) was Laken From
the core of the masdel cheese wsing a cock-berer. The section was
e rermmeed gently Trom U ok borer and inserted inte a 18
v NME tube, avoiding sharp clianges in prscecl strigiore. & 5
i WME Lebe Klled with a elemnce soluion of M By PFPR in
Dol [[Ma” = D40M | was then intmdeced inte the model chesse
saimphe of the W-ovm MME tuole. This selotion was csed ai an
extemal reference Lo ched Uhe sodivm ion combe mt of the simples.
Indeed the DyPPRLT ion induces an upbeld shift of o
s 0 ) Boem Che chetse. resonance position. The Na® comtent
of the reference shetion was checked wvimg an ageeous hetion of
Hal (1182 L7 A =2 pube length of 15-17 5 s was wed for
the "W NMR ex periments, which were performedat 25 “Cand me-
o] al 13228 H: on 8 Bnsker Avane [ SEEMHz (11.7T)
spectmeter egwipped witk a 00-mm brosdband probe. The meth
ol ard the NME parameters b dala proo sing are descrited here
above, bid they are precisely explained in e artick by Gobel et al,
20 ).

Twe dilferent NME egquenes were esed: the single guantem

{5 seque e, which is a commen S ngle impeldon sequence sisp-
plying information oo total sediom, and the double guantsm &G
tered {DGF) sequence, whidh allows the selective detectien of o
stgnal from Bound sodi i, e ivns with a Lo bed masemend.
Several paramelers can be obtained frem 5 and DOT KME
iments (Andricl el al, 2001; Gobet el al, 2009 For inslamce,
500 relaxation times |hongitudina and ramverse ane the lines e
i ed Pk boLal sedicm medei b rebern b egueilibBricmn afer excita
o The PMa lengitedingl relacation bme is termed T wihe e
e arsverse relaxation tme s @iled To The latter comprises
twe decayitg components: TS for the Tast’ rel axation Lime, which
rharaderises the central transition {172 = 12 and T2 Tor the
‘sl relaxalion lime, which characterises the ouer Lransition
L2 < 12 and 12 = 32 ol the sodivm suclews (Jaccand,
Wimperis, & Budenbausen, 1886, Kemp Marper o1 al, 19571 The
Tasl' and slow’ relagation Limes are s laken inte acooenl For
the BOF squence of oond sodium jons and are slled T and
T2 These telaxa o Limwes allow the chara de tsation of e

sLave ol soml i jomsand can be lnked v ssficm ion muobility: the
lomger Chie melaxa ion ime, e more mobile are Che sofiem o
Wl oveever, based on the DOF squenee, the creation Hme (1) ep
resenis the moiment of the magimem inlensity of the DOF sgnal
The smaller this para meter, the more o ganised i e envi momme
arownd “bevwnd” sodi i

In addition, a relative qrantification of the ‘bound’ Fadion of
sodivmn was advieved Iy comparing Lhe integrals (amas) of the
DOF and 5O signals {ratis Ang/Aog)

35 Kinetios of sodivim rebease from model chesses to on sovems

Ayl nedbrica] piece of mode | chees (1580 was pid ina glass ves
sl (2L) and ivmersed in 0L MGG waler e The The oelea s
kinetics of codim ons in owater oder sicring  conditions
{100 tpin, aynstant speed) wen monitored a1 2540, Samles af
the agueous phase were ollécted 8l spiressive lime poinis: 2 5
10 15 min, then every 15 min ol 120min and Bmally every
&0 min wmti] thie endol the experiments. The release of sodiim igm
Foomsn e e | cheese was dete rmined by meanring e sodivm
conventrabion in e aguenes sim ples collecied wsing a sodiem i
selech ve electode [ROSS®, Thermo Fisher S dentific, Beverly, MATL
Thits el ertroebe mme asured the fee sodi em o inosohotion. Measue
rvents were peroried o 2mlL samples added with 200l of se
i Lomic Seremgth-Adjicvon (58 4 8 HLCT and 480 MHOH. Cal
M B30 111, Thermo Fisher Scientific]. This 58 solhdion was wsed
b maintain o anstanl backgroosd jomic strength and 1o adjus
thie pH. The sedivm coscentralion vahees wens obtained Trom a cal
ibralion corve. The sediion conoentation values were alio vali
dated by conductimetric detection aler oM separalion wsing
high performakce liguid chromaography (HPLG Disgex 105
JO), The sodivm release curve s were obtained with the sodinm
comcentrations of thess oo ssive wonpley with tree replic e
For each of the six modiel cheeses. The shopes of the sodnom neea s
Kimetics were calolated be bawvee m the initial sampling tme {2 min)
and the fur following sompling times (5. 100 15 and 30 min i
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Taese slopes were msel o calcolate the salivm elease ale fin
g L min =" From Uhe i Lial e

25 Waterichesse portifinn ovafficient of soffm

The Ma™ waler deeese partition coelfcient i defined by e Fel-
by it o ution:

2
Hajy b the eguilibiem sodivm aemeaicaticn in e water

phase and [Naff) ix the squilibriem sdum conestation in the
model chees. Mol actully cormesponds o the Eellowing

equality:
pui-m: Mal},. where [Nal] is the initial sodium concen.
Lrabion i Uhe musde ] dvesses

Fot the experiments, 5 g ol model cheese were placed inoa ol
{100 L, Schatl, France) flled with 75 mil deicisd waler. Thee
lﬁ,hﬂﬂﬂiaﬂhﬂm!?iﬁmlﬁhht
ocount Tor the calculation of the Mi* waler/'deese partition
coelficient (K, |

Thae six el dverses were tested simulLameossly with Fve
replicates fer sach el chesse. Thir ty botte s wers thus prepared
and placed in an air oven maintained al 25C The experident has
been performed for 16h, Gme which was lsng 2ough o each
thermodymamic equilibion e all the amples. Afler 16 b, the
agueows phas was collected and fltered over glas wool. Phe s
dium ornlent in this phase was then deter mined with a sedivm
o selective slectrde [ROGS® Land validated by HPLC, as described
i thie paragraph sl

Z7. Stofestical analyss

Eheclogical data. MME resulls, sodion release raves and parti-
vieen coefficients wemne aibjecied separately o analyis of vatiance
CAROVA) and, whemver appropriale, g kel significant dilTer-
emced lesl (LSD te determine sigrificant differe moes e bween the
praducts. The level of sipnificane was determided al f< 005
Pearson correlation coefficients (1) were als calculalsl betwesn
the parame lers hiss s lsdied & ma beies wereperbomed wsing STAT
ISTICA™® Soltware {version 10, SLatSo. France].

3. Revuls amd diveissson
A4, Texoure of mudel cheeses

Thit six musibel dvesses displayed §gnificant differences in Uit
hies b gial , determined by the valises T s Al
i xirrial defiz rma tion (o), wirrk Lz ma xim al delsoma tien 7AW amd
mesdidus of deformability (Mo ) (Table 1), Amlysis of variasce re-
vealed o significant eflect of the LiP ratio oo W {Feom= 241,50
< Q0| and o (Faom: = 5110, p < 20011, but alss 2 significant of-
fect of the Mad matenl on W (Fy, g 3008 p« | amd o
(Fray= 2B p< Q00 ). The meckarical resistance of model
Clesie s i ey ease dwhien Uhe LIP ratie k1L bl wies kower in chepsey
with added HaCl Lebecogee Lagsel, Devawe amd Dwefoer (20010
als reporied thal milk proteines contribaee o Grmnes aml that
milk lal omiribubes be sousthies in clheese. Boreover, Floery,
Emawd, Le Poslleme o, & Famelar! {2000 evidenoed a redisclion
in hardness wien B KaCl concentration increased. In the resmnl
slighy, Uhe incred s in Ball conient led Lo maeme sdivm i Bl
can be bound by cisein. The greater binding of Ra® iom by the
caseins led o better hydration of tese proteins {Hardy B Sein-
berg 19841 The refore, this increase in ydration capacity coulies-
plain the decredace in resistanoe thal wa obse rved wiien NaCl was

st At Uhe sic midel chesses the one wilh the highssi Tal
centenl and Lhe Wghest sdicm content {L2BEI00 ) displayed the
least mechamical resistamee amd was Che only e Lo fracthore wode
e com presion comlitions apphied

Amalyiis of v aria e pefocmed o the module of defrrmabifity
Min) showed & significant effect of the UP ratic (Fem= 123,
pe Ot My imcreased when the LP ratio Gell, highlighting it
weaker elasticity, a3 observed on lipoprotsin model chesses in
the Bdiogs of Lawrence e al (200 3. Mevertheless, the effect of
NaCl oo elastivity was only sigrificamt in the medel cheese with
e 2820 LIP ratio (Fye; = 8.2, pe00d6) with a decrease inelas
ticity dhee Lo thie sdidi ien of NaCL The lowest mesislance olsserverd
with the moedel chees: L2BP2E was ml linked 1o the posrest
elastiviiy. '

Thie inchesion of Tal globules was well distributed in g honoge
e protein metwsrk im the six model cheeses, 8s shioswn by the
mnfecal micrographs (Fig. 1), This hemogeneily thes makes
study ol sodivm mehility possible ina bomogeneos encinaamenl
The efect of the LiF raticon micrsirnctemne can be sen cearly in
Fig- 1. The prolein netwek was denser and there were fewer [al
droplels when the protein conlent was higher (lkwer LF ralicl
Woreover, laldoplel sige can also be determined by Lol content
Higher Tal content resulied in lamger Tal dioplets o the model
b wes i th adided MaCl

Whalever Uhe LIF ra lin, ool chesies withoul added MaCl con
Laioed srabler Bl droplels (aboul 5 pmoin size) than tos with
added Nall lalwul 18 pm in size], in agreemenl with D Beding:
ol Wendin, Lamgion, Canes, and Hall{ 2000, whi fownd an increase
in e Gl droplel size incream chesses with a higher sl cones
The elect of MaCl, and more precisely of Ka® oo, oo the pratein
e bk can exgdlain the [al droplel spe. Indeed, Ma® binding kd
by a maove hydrated protein network, as previeedy mentioned
Theerelure, mee by o ks codd e thal bigger spaces ame available
Mt bigeer [al inchosiois in the prolein setwork of sall-soppke
mented cheesss. Oppositely, the smaller sige of e dooplets in
el deeeses withoul added KaCl can explain the increase in
mechanical resislatoe. indesd, in agresment with Pereira, Bennetl,
Hemar, and Campanslla {2601 ), we foond thal small Fal dresplels,
distributed eniformly throwgho the protein netwerk, gave a
greale r resis Lavce Lo Lhe Foraes applied, probalbily dus 1o increase
i protein-prtein aml prolein-fal interactions. The [ractuee,
weich only sotrred For the L28P20s prodiect wrdber Codrpies s on
best . cold be muinly sxplsined by 3 weake misg of tee micrsins
tiwe dig b both higher Mo level and higher lipid contenl need
Tall micristudtsie by Ma® binding Lo caseins and Tal
droples changed il by disneping the prolein e twork comlimeily,
mainly when their size increased (Lopes, Briand Bion, Braucher,
B Olierwn, 2008 ).

11 Sodivim mobifity studied 1wing ™ fa KR

Sodfim ion mobility was evidenced by stedying Iwe pepila
Lires ol vodism o the global popslation corresponding 1o Lotal
st nrmn and @ popralation withore stricted movement cornes poosd ng
by “bourued s am )

A0 1 Toval sodivm
ALLD Effect af fpiddprogein (LP) matio on reluaion dmes. The 50
lemgitisdinal relaxation time (T,) was iflcenced significantly by
the LiF ratinTable 2); For the same sodium comtent, Ty was shorte t
{Frzagy = 2BE2, pe 0011 in model cheesss with the highe s -
Lein conent {LIF= 20028 ) com mared o Ouse with Che kighe st lipid
oitlenl (LI = 2E200, the intermediale mode] chees having an
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Fig 1. Condal e raiops odoem 2l of e six modp ] cheeses Olseryamions | 2, and I cosepand 1 Mivee diffesra Bpad (L) gloass (P) @S (1P wiw 29X 2404
A0t J02E), wik O X added Nkl icspetvely OBevaEions 4 3. and 6 tonespand e clvely (o 1he wpoe (0S5 WK wid 1| T added N

Fable 2

v celananns temes (7, TS T 95 T, coaton save (0% ) and s 208 200 (Acgiag) Toee doge qaa0ta (30 | and donbie quants (DO NMR oo cop o5 oo S eped os

vonde | ovees Mode | oo QAP0 « 2820 wiing adled N

VARG L P e B0 wii b added Nl ) 1P (L P 02408 withint addrd Ma) RSN (UFe238

wid alded NaCi L Q028 (U0« 20028, wiidvewl addal Nl anl DOPI& (UPe 024 widout alde! Nalil

rec K e g et G expet pre 0 Rae
Ty s} B2 (e T (o) R (s TP (s o0 () Jeag oy

L0 MEd=01F a1 006 i17=010 470" 035 =261" 121 =800 123352042"
L NS =013 489 =025° 118201 A00 = 00" 044=2007 143 =005" 1R1S <005
L2aa i=c ¥ 101007 11 2e003 43005 2R =05 095 =002* 12232096~
Lals Q73=020 483049 115=005* FNa 008 040 +20Y 131 =007% 12452033
L0P2 849027 2Ti+00 | &= 005° FS3=0 20 025 =2D2* G50 =0p0e" 12431083
QP 2Vi1=084 460103 1.1G=003 330+ 008° [k 2 2Tl by 1id=00 1423 =00¥

O Vakoes B T satne columu with difle s sl X e e were sipificandy difce g (o~ 0.05) Mo am gived (S50 e d)

intermediate pasition The effect of the LIP ratio was exactly the
same with respect lo the 5@ ‘shw’ relaxation time T§
(Fizm= 711, p<0.001) This suggested that sodium ions were ke
mobile when the profein content increased and when the lipid
content decreased. Nevertheless, the present study cannot distin
guivh between the effea of increasing lipd an maobility. nor the of
fect of decreasing protein on mobility. Yet. sodium mobility can be
explained by rhealogical parametens, because cheeses wath hig het
protemn content aned dower lipid ntent wers more resistant and
less elastic ln this way. negative conrelations were evidenced be
Iween the 5O bgitpdinal relaxation time (Ty) and the wark 10
maximal defor mation (Wiir« 091 ); between the SQ slow e lax
ation time Tod)and Wir= 083) between T, angl the modulus of
deformability (M) (1= 053% snd between To° snd M
(r= 0451

3312 Effect of saltconten? an rdaxation times. Forthe same LiP ra

tia T, and T were influenced by the sodiwn content and were al

ways sgnilicamtly Mgher (F, 54T, = 2696, F, (T35« 1314,
p<0.00) in model diseses with added NaCl This suggests that
the sadium ions were mote mobile in sallted model cheeses. Here
again, the mobility coud be linksd to the differences observed in
terms of microstiructural and rheological propesties of the mixlel

Cheeses Indeed. model cheeses with added NaCl were foun to
be less resistant than thase withowt added NaCl (for an identical
LiPratio) Larger fat globudes a el weake r protein netwotk in model
chesses with added NaQ could explain the incresse inthe mobility
af sodium o Thiswas particularly the case inthe L28P208 prod
uct which factured during the compression te st and had the high
es1 50 relaxation times. Surprisingly. no significant difference was
altwerved tegarding the SQ s’ relaation time (75°), although this
was the e with the DOF experiment.

313.2 Bound sodium

The DOF NMR e xperiments performext on these model cheeses
evidenced the presence of 2 fraction of bowmnd’ sodium ions a5 Co
bet et al. 2009 2bso observed in iota Grrageenan systems The
Bound sodium jons are tetmed in this way because they are ina
mare specifically ordersd environment than the ather jons and
they presented limited mobility.

3321, Bifect of LPratio and salt content on relavation times. The re

sults concer ning the DOF slow’ relaxation time (T55) ate presented
inTable 2. This parameder followed the same course 25 T35 for the
same sodium content. Tor decreased signilicantly (Fo-n #2996
=< Q001) when the LP ratio fell (model dheeses with increasing

288



L-Buitad e ol S Seraeny 106 00%) 107017

EialBiiT) M | AIF ail A iR AR e Mideml ol 72T mede | deae. Bods dieses IEPN (L P= B0 withol addald Rall); LMEPE (P 250 il
adient Walll, 13824 (P e A0k, wiihin el WalT | LGP0 (L Fe 004 with atdat a1y LEOPRE (1P w200 2w irhon! aied ' and | BP0 | P 2000 wilhed

abled Wl
Clmws Rate ol sollum robsase{mgl dn ') ﬁ.-plﬂlh;nﬂﬂnu
-5 min =10 min =15 miln 3-30 min
LEFED O =0 ayi=hdre aH0=0. K L = g DET =00
| ZEFRL 1B = 0T R0 1.4 + QiEl L0 QDE" ST T
LE4PEe B el 18 Q5= 00 Dm0 035 QO EE &A= 0E"
LIPRLs L5 0 AF 131005 145 = BE= 0O s = 0
L0 A% e00 asa=00r PES T o ECE L OEE=0E"
LE0ThEs 18 = 01F E T Al 1.8 0 QESzant ORY 00

=4 yalus in the gmd cduinn il Siffeienl sualeoipl B were signiflcantly iffeien! o« Q8] ipl by (0 e g e s i $leenl sulicig lene . wed

shnificent ly Silfeen! (b~ 005, Wieais are given (=50 f=3)

prote i comtent ), Al for the same LF ratie, T52 i moease) i
icanily when the sofism ot e (5, 4= S04 p = 000 L The
least resisanl model chess (| 78PMK) dgplayed the greales
skl by of “boasnd’ ssbizm st (highest To2 § Thie could be con
el by a megative correlation (r= B8E] elween the woik Lo
ma xitnal delarmation (W] amd e DOF ‘cha’ melacalion tine
(T b adeilion, significan diferences were sheerved belwesn
Uve DVOF Tasl' relanation times (T32) of the six mode] chesses, in
conlrast to 5 Tding. The effects of WaCl (Fooq=13448
< il jand the LP ratio {Fzag= 473 p < 0U001) were the same
as Tor TS

1323 Effect of LF raofoond sali covmtend o oeation e The DGF
creation imes, ©™ Ellowed the same behaviowr as the DOF relax
ation Limes. Values Bl significantly (Faon =684, pe 0001 when
the LiF ratio decreassd, and rose significantly (Fooop= 1452,
pe 00t when the selum content imreased This meant thal
the syilem was mowve ordered aroumd “howml’ sodism ions whien
Uhe protein conlenl increased, which was in line with tee leas
it bl Ly [ “beme i’ sardiuin s I oadd o an icrease i saedicm
comtent lad i oa weaker crganistion of the emviremment anvisnd
‘e wodivimn s, 8 phenomensn et mold sxplain e rhes
btz | propest Lies ol Lhe inodel cleese. ndeed | mode] chesse s with
lnrmper creation Hmes (les organised ewimament anmend ‘bond
sk ioms | were Che least residant {correlation belween ™ amd
Woors BET) The hghest % value comespomded 1o the model
chess which Iactomsl, ie the leas) mesisgan (L2EPXS) L was
therefore inleresting 1o highlight thal tee model chees with Uhe
least ordered envicmiment anneod Boemad sdium ions was ko
e oiie with the largeil Tal globuwles aml the weakes) resis Lance.

1321 Efed of model chese chomcenstis oo bound sodiem
froction Furihermore, a comparison ol the integrals (e as) of TGF
and 50 & gnals {ratin Ay fog) produced a relative qeantification of
the bownd” sodivm Fraction Inoour o, ne sigificant $iflerences
(s 5] were Fownd bebwesn Lhe six mode | oheeses {average alic
of 1832%) This recull ineanl thal the P mabio aid the sall conbent
i mol et Che “bound” sodivm Traction. Cme explanalion could
b Chal Ulee oy maatler monlent was the main parameler goverming
the ‘bowml’ salin Fadion. Hdeed, the sx model cheess had
coiisLanl dry matler oynlentsa verage of 52 9200 and o sig Rl
diffe rerces were Toend Tor the ‘bound’ sodivm Fadion between
the six imodel cheeses

1d Kineoo of sodierm releds o modd chesses B oan ggreos
phise

The swfiwm el eas urves displayed frstly . a phase of rapid s
dhium release and then o Batlening phase that started at amswmd
Thwwrs fer abl vhe mogdel cheeses. bn view of the shon residence

time of model dhesse in the mouth diring eating, ey the wery
early phase of the cores was considersd heme. For this reason,
slopes from the sodiem melease comes were measured for e firs)
30 miny im oeder teodelenmiine the rates of sodiem release. The e
sty are presembed in Table 3. The sodium release rabes were sig
mificantly highet for model chesses with atdded MaQ than oo
reuede] cheeses withool added WaCl al eady of the ormsder ead sam -
plitg  timiss:  2oSmin  (Fyp e 968 p<00M), 2-1hmin
Py W6RD, pe0001] 2-F5:min |Fypgy= 00,3, pe0001), and
2-30min (Foag= 1260, pe W00 This suggested thal sodium
fironm adided -Wall was more easily released than “endopenous” s
i wehi chcane Froin mel Ling salts. & nother explanation coubd be
the effect of RaQ o micrastrsciure. Thss, the added sodium com.
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ABSTRACT

The effects of the lipid/protein ratio (20/28; 24/24; 28/20) and salt content (0; 1%) of model
cheeses were investigated simultaneously with respect to chewing behaviour, swallowing
events and in vivo aroma release. Chewing parameters were measured by electromyography.
Swallowing events were recorded manually. /n vivo aroma release was investigated using on-
line atmospheric pressure chemical ionisation-mass spectrometry. The values for chewing
activity and time before swallowing were higher with lower lipid/protein ratios and lower salt
contents, due to the greater mechanical resistance of the model cheeses. The corresponding
microstructure was made up of smaller and more circular fat droplets in a stronger protein
network. Furthermore, the maximum intensity and in-mouth release rate of aroma decreased
as the lipid/protein ratio fell. This could be explained by a retention effect of the proteins,
which was stronger than the chewing effect. A rise in salt content triggered more rapid aroma
release from the protein phase of the model cheese to the oral cavity, and thence to the nasal
cavity. The larger droplet size in salt-supplemented model cheeses slowed down the transfer
of aroma release, so that the level of aroma release was higher after swallowing. Different salt
and fat contents led to different kinetics of aroma release, with the more rapid swallowing of
model cheeses containing added salt and with a higher L/P ratio. It is suggested that this was
due to greater salivation and lubrication. Moreover, the number of swallows was positively

correlated to the total amount of aroma release.

KEYWORDS

Aroma release, model cheese, swallowing, chewing, microstructure, composition

293



1. INTRODUCTION

During the eating of food, the in-mouth process leads to food breakdown which induces the
release of flavour compounds. Volatile and non-volatile compounds are released into the
saliva, and volatile compounds are transferred into the vapour phase to reach olfactory
receptors in the nasal cavity. During food consumption, volatile compounds released into
expired air can be monitored real-time by nose-space atmospheric pressure chemical
ionisation — mass spectrometry (APCI-MS) (Taylor et al., 2000) or using nose-space proton
transfer reaction -mass spectrometry (PTR-MS) (Lindinger ef al., 1998b). Not only the nature
of the aroma compounds, but also the physiological characteristics of subjects and the
properties of the products consumed can influence in vivo aroma release (Gierczynski ef al.,
2011). The physiological parameters that influence aroma release have already been
reviewed (Salles ef al., 2011b), and include: respiratory rate (Hanaoka et al., 2001), saliva
composition and salivary flow-rate (Friel & Taylor, 2001), mouth and throat

geometry (Wright & Hills, 2003) and also mastication and swallowing (Pionnier et al., 2004).

Cheese is a good model to study these combined effects because it is possible to vary its
composition (lipids, protein), microstructure and texture and to change the salt content, in

order to comply with nutritional guidelines.

The mastication (i.e. chewing activity) of cheese can be investigated using surface
electromyography (EMG). Chewing activity and aroma release have already been studied
simultaneously by EMG and APCI-MS during the consumption of model cheeses (Tarrega et
al., 2008); the amount of aroma release increased in line with chewing activity (chewing
amplitude, chewing work and number of chewing cycles), which varied according to the
texture of the model cheeses. Indeed, not only texture but also structure are intimately linked

to food composition and can therefore influence chewing parameters. But texture can also
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affect swallowing, as has been shown with liquids, syrups and agar paste (Tsukada et al.,
2009). In addition, some studies have shown that aroma release patterns may differ before and
after swallowing (Buettner & Schieberle, 2000a). A study of solid processed model cheeses
showed that more ethyl propanoate was released during the pre-swallowing step and more
nonan-2-one was released during the post-swallowing step (Repoux et al., 2012), highlighting
an interaction between aroma compounds and physiological parameters. However, the
number of swallowing events is rarely taken into account in studies performed on aroma
release from cheeses, even though it is considered as a key parameter influencing aroma
release from products such as lemon-flavoured confectionery chews (Blissett et al., 2006),

liquid food (Buettner et al., 2001) and candies (Déléris, Isabelle et al., 2011).

As previously mentioned, changes to food composition can affect aroma release (Gierczynski
et al., 2011). For instance, the amounts of heptan-2-one and ethyl hexanoate released during
the consumption of high-fat model cheeses were lower than those released from low-fat
model cheeses. By contrast, when the fat content increased, the release of diacetyl also rose
(Lauverjat et al., 2009). During that study, no significant differences in aroma compound
release were observed during the consumption of model cheeses with different salt contents,
whereas the exhausting effect of salt on aroma release has already been mentioned with other
products (Salles, 2006). In addition, the effects of salt/fat interactions have been investigated
with respect to salty perception (Lawrence ef al., 2012 ; Phan et al., 2008), but very few
studies have investigated the combined effects of fat and salt on aroma release and chewing

activity.

It was therefore deemed necessary to perform more complete studies in order to investigate

the effects of both cheese characteristics (fat, protein and salt (NaCl) contents; texture and
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microstructure) and in-mouth processes (mastication and swallowing) on aroma release

during the consumption of model cheeses.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Preparation and composition of the model cheeses

The ingredients used were rennet casein (Eurial Poitouraine, Nantes, France), acid casein
(BBA Lactalis, France), commercial melting salts (Kasomel 2185, Prayon, Europhos, Engis,
Belgium), anhydrous milk fat (Cormans, Goe-Limbourg, Belgium), deionised water
(Milli-Q®, Bedford, MA, USA), NaCl (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) and citric acid

(Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) (Table 1).

Six model cheeses were prepared and contained three different lipid (L)/protein (P) ratios
(L/P (w/w): 28/20, 24/24 and 20/28) calculated from the dry matter contents of milk fat (lipid)
and caseins (protein), with two levels of added salt (NaCl): 0 and 1 %. The six model cheeses
were labelled according to their L/P ratios and salt contents (indicated with an ‘s’ when salt

was added) (Table 1).

To prepare the model cheeses, the ingredients were placed in a cutter mixer (R3VV, Robot
Coupe, Montceau-les-Mines, France) in the following order: water, NaCl, citric acid, rennet
casein, acid casein, melting salts and milk fat. Batches of 500 g were prepared at 75°C, with a
mixing speed set at 2500 rpm for 7 min 30 s. The content of each batch was shared between
3 or 4 plastic cups. The cups were kept at -20°C for 25 min before being vacuum-sealed, and

then stored at 4°C.
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The pH values of the six model cheeses were controlled using a pH electrode (1083B, Hanna
Instruments, Tanneries, France) and were found to be within the same range, between 6.67
and 6.85 (Table 2). The dry matter content of each cheese was determined with a moisture
analyzer (XM 120, Precisa, Poissy, France) and did not vary significantly between cheeses
(Table 2). In order to determine the sodium content, the ash content of the model cheeses was
first of all determined according to the International Dairy Federation (IDF) standard
method (IDF-27, 1964). The ash residue was then treated with 6 M hydrochloric acid (HCI).
The total sodium content in the solution was determined by atomic absorption spectroscopy
(Varian spectrophotometer type 220 FS, SpectraA Technologies, Bangalore, India). These
sodium determinations were performed by the Agrobio laboratory (Vezin le Coquet, France).
The resulting sodium contents in the model cheeses are shown in Table 2. The sodium
content of model cheeses without added NaCl arose from the melting salts (negligible
quantities in the other ingredients), whereas the sodium content came from both the melting

salts and added NaCl in the model cheeses containing added NaCl.

The model cheeses were also flavoured with a solution of food grade aroma compounds
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) in propylene glycol (Cooper, Melun, France). One
gram of solution (per kg of cheese) was added, giving a “cheesy note” and containing (for 1 g
prepared solution): diacetyl (butane-2,3-dione) (2.8 mg), ethyl butanoate (3.5 mg), ethyl
hexanoate (6.3 mg), heptan-2-one (5.1 mg), octan-3-one (5.1 mg), nonan-2-one (5.4 mg) and
propylene glycol (gs 1 g). This solution of aroma compounds was added 45 s before the end
of the process. This time point was chosen to limit the loss of aroma compounds due to heat,
and to allow a good distribution of the aroma mixture throughout the model cheeses. Among
the six aroma compounds used for flavouring, one compound presented very low

hydrophobicity (i.e. a low logP wvalue): diacetyl (logP =-1.34). Two other compounds
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belonged to the chemical class of esters and presented two different levels of hydrophobicity:
ethyl butanoate (log P = 1.85) and ethyl hexanoate (log P = 2.83). The three final compounds
belonged to the chemical class of ketones, and also displayed different levels of
hydrophobicity: heptan-2-one (log P =1.73), octan-3-one (log P =2.22) and nonan-2-one
(log P =2.71). All log P values were obtained using EPI software (Epi Suite , v3.20, 2000-

2007, U.S. Environmental Protection Agency).

The model cheeses were vacuum-sealed and preserved at 4°C for 2 weeks before
consumption. Furthermore, all products were checked for total coliforms, Listeria

monocytogenes, Salmonella and Staphylococcus.
2.2. Quantification of aroma content in the model cheeses

The final aroma concentrations in model cheeses after this process were quantified following
simultaneous distillation-extraction (SDE) on a Likens-Nickerson apparatus (Likens &
Nickerson, 1964). The sample spherical flask (250 mL) contained 20 g model cheese, 100 mL
deionised water, 36 g NaCl and 0.5 g antifoaming agent (AFE 1030 K, Rore Technologies,
Mardeuil, France). Fifty microlitres of standard solution (ethyl pentanoate in absolute ethanol:
0.26 g.L") were added for aroma quantifications. Co-distillation was performed at 100°C with

25 mL distilled dichloromethane in the solvent spherical flask.

SDE was performed for 45 min. The organic phase of the extract was then collected and
concentrated to 500 pL at 70°C with a Kuderna-Danish apparatus immersed in a thermostat-

controlled water bath.

An aliquot of 1 uLL was injected into an HP6890 gas chromatograph, coupled to a MSD 5973
mass selective detector (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) operated in the electron
ionisation mode (70 eV). The mass spectrometer scanned the mass (m/z) from 29 to 350 in
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855 ms. The ion source was set at 230°C and the transfer line at 250°C. The operating
conditions were as follows: DB-Wax column (Agilent J&W, 30 m length, 0.32 mm 1i.d.,
0.5 um film thickness) held initially at 40°C and then raised by 3°C.min™ up to 240°C.
Helium was used as the carrier gas at a linear velocity (44 cm.min™). Quantitative data were
obtained by electronic integration of the total ion current (TIC) peak areas using the

ChemStation program (Agilent Technologies).

Four replicate aroma extractions were performed on each type of model cheese and on each
batch (two batches being made of each model cheese). The extraction yields and
chromatographic response coefficients for each aroma compound were taken into account
when calculating the final concentrations (Table 2). The differences in concentrations
between model cheeses arose from heating during the manufacturing process, which caused
different losses of aroma. Only global mean values (means of two batches with four
repetitions of quantification per batch) are presented in Table 2, although the concentrations
were quantified for each batch of model cheese served. However, for all data analyses, the

concentrations found for each batch were considered, and not just the mean values.
2.3. Texture and microstructure analysis

An uniaxial compression test was performed on the model cheeses at 13°C using a TA XT2
Texture Analyser (Stable Micro Systems Ltd., Champlan, France). The modulus of
deformability (Mp), stress at maximal deformation (¢) and work to maximal deformation (/)
were calculated from the curves of the compression test. Moreover, the microstructure of the
model cheeses was observed using confocal laser scanning microscopy; examples of these
confocal micrographs have been presented elsewhere (Boisard et al., 2012). Image analysis
was performed on 256 pixels x 256 pixels portions of the confocal micrographs using ImageJ

software (version 1.46f2, NIH, USA). The red channel was selected for the analyses. Images
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were converted to 8-bit grayscale and background noise was reduced using the despeckle
function. Brightness and contrast were then adjusted automatically by the software and the
IsoData automatic threshold was used for all the model cheeses analysed, except for the
L28P20s model cheese where the 1J isodata threshold was applied (it was not possible to
distinguish the droplets using the IsoData automatic threshold). After this thresholding step, a
binary image was generated in which fat droplets were clearly separated from the background.
In order to split closely touching droplets, the Image] watershed function was applied.
Finally, the mean size of fat droplets (MS, in um?) and their circularity were measured. The
formula for circularity was 4m x [Area] / [Perimeter]’. A value of 1.0 indicated a perfect
circle, whereas a value approaching 0.0 indicated an infinitely elongated polygon. The
percentage area occupied by fat in the micrograph (PF, in %) was also calculated and
corresponded to the percentage of the total area occupied by fat droplets (in pm?) compared to
the entire micrograph area (in pm?). For each model cheese, five replicates (micrograph

portions) per sample from five different micrographs were analysed.

2.4. In vivo aroma release
2.4.1 Subjects

The study was performed with the assistance of ten healthy subjects (6 women, 4 men) aged
from 20 to 30 years. Each subject attended the centre for three separate 90-minute sessions,
and received financial compensation for their participation. They were asked not to drink, eat,
smoke or use any persistent-flavoured products for at least 1 h before the session. They
received an information form and gave their signed consent before the experiment started.

The study protocol was validated by the local Ethics Committee (Comité de Protection des
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Personnes Est-1;(CPP) France, N°2010/22) on 7 June 2010 and approved by the French

Agency for the Safety of Healthcare Products (AFSSAPS, France) on 27 January 2011.
2.4.2. Procedure

Retronasal aroma release in the breath of the subjects was measured on-line using
Atmospheric Pressure Chemical Ionisation Mass Spectrometry (APCI-MS) during
consumption of the flavoured model cheeses. During each session, a subject was first of all
given a dummy product in order to familiarise him or herself with the protocol. The subjects
then received successively ten cheese samples of 5 g (= 0.2 g) each, served at 13°C. Between
two samples, the subject was asked to clean his or her mouth with bread, apple, and water.
The experimental design for product servings consisted in a Williams’ Latin square design.
When the three sessions had been completed by each subject, five replicates for the six model
cheeses had been tested. For on-line measurements of aroma release, the subject positioned
the plastic tube of the APCI-MS in one nostril and breathed normally. He or she was then
asked to place the cheese sample into his or her mouth and to keep the mouth closed while
eating it. A free consumption protocol was chosen; i.e. the subject was free to chew and
swallow as usual, without restraint. The recording lasted until the product had been

completely eaten (3 min recording).

Air from the nose was sampled at a flow rate of 49 mL/min and introduced through a heated
(150°C) deactivated fused silica tube (i.d. 0.53 mm) into the ionisation source of an ion trap
mass spectrometer (Esquire-LC, Bruker Daltonique, Wissenbourg, France) (Le Quéré, Jean
Luc et al., 2006). A 6 kV positive ion corona pin discharge was applied. lonised aroma
compounds were followed according to their MH'™ molecular ion: diacetyl, (m/z 87),
heptan-2-one (m/z 115), ethyl butanoate (m/z 117), octan-3-one (m/z 129), nonan-2-one

(m/z 143) and ethyl hexanoate (m/z 145).
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2.4.3. APCI-MS data analysis

Prior to analysis, the aroma release curves obtained from APCI-MS measurements were
smoothed in order to eliminate any signal fluctuations due to the subject’s breathing pattern.
Three main parameters were extracted from each individual release curve (Gierczynski et al.,
2007): area under the curve (AUC (a.u.)) which corresponded to the quantity of aroma release,
maximum intensity of aroma release (/max (a.u.)) and time to reach this maximum intensity

(Tmax (min)).

The time before the first swallow (7} (s)) was recorded and the three parameters listed above
were studied before and after this event. Thus, the AUC was noted 4UC; before the first
swallow and AUC, after the first swallow. Imax;, Imax,, Tmax, and Tmax, were considered
in the same way. The RR; (Imax, / Tmax, (a.u./min)) parameter was calculated as representing
the rate of aroma release during the period before the first swallow (Repoux et al., 2012). The
ratio between the quantity of aroma released after and before swallowing (4UC, / AUC,) was

also considered.

The values for the areas of aroma release (AUC, AUC,, AUC,) and the maximum intensities
(Imax, Imax,, Imax;) presented in the paragraphs below correspond to the values (after
smoothing) divided by the quantified concentrations of aroma compounds (for a given cheese

and a given batch).

2.5. Chewing activity and swallowing measurements

2.5.1. Procedure
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Muscular chewing activity during model cheese consumption was measured by surface
electromyography (EMGQ) at the same time as aroma release. Electromyographic signals from
the left and right superficial masseter and anterior temporalis muscles were recorded using
gold surface electrodes (Grass Telefactor, West Warwick, RI, USA) (Yven et al., 2012). The
data were collected as described in previous studies (Mioche et al., 2002 ; Tarrega et al.,

2008).

Five chewing parameters were determined: the number of chewing cycles during the chewing
sequence (N.), the duration of the total chewing sequence (Dx (s)), the duration of a chewing
cycle (D, (s)) (which is the duration of the total chewing sequence divided by the number of
chewing cycles), the total muscle work of the total chewing sequence (W; (mV.s)) (which is
the surface area of the muscle activity signal), and the muscle work of a chewing cycle
(W, (mV.s)). The data collected were averaged for the four muscles. Simultaneously with
consumption of the model cheeses by the subjects, swallowing patterns were also followed.
The subjects were asked to indicate each swallow by a knocking signal. The time elapsing

before the first swallow (71s) and the number of swallows (V;) were recorded manually.

2.6. Statistical analysis

Rheological data, image analyses, APCI-MS and EMG data underwent separate 3-way
analysis of variance (ANOVA, factors: L/P ratio, salt content, subject, and interactions).
Whenever appropriate, a least significant differences (LSD) test was performed to determine
any significant differences between the products. The level of significance was fixed at
p <0.05. Pearson correlation coefficients () were also calculated between some of the study

parameters in order to highlight any correlations. In addition, principal components analysis
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(PCA) was used to study any variability in chewing and swallowing parameters. All analyses

were performed using STATISTICA® Software (version 10, StatSoft, France).

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Texture analysis

The rheological properties of the model cheeses are presented in Table 2. Their resistance was
illustrated by the stress at maximal deformation (¢) and work to maximal deformation (W)
parameters, which followed the same trend, increasing when the L/P ratio decreased.
Moreover, for the same L/P ratio, they were lower with the versions without added salt than
with the versions containing added salt. In our case, differences in textures are only due to
changes in the L/P ratio and to the addition of salt, as the pH and dry extract values remained

constant (Table 2).

Higher values for the modulus of deformability My indicated lower elasticity. The results
showed that model cheeses with a lower L/P ratio were less elastic, highlighting the effect of
fat on deformability (Xiong et al., 1991). The effect of salt on elasticity was only noted for the
model cheese with an L/P ratio equal to 28/20, where elasticity decreased significantly when
salt was added (p <0.001). This latter result agreed with the findings of a study led by Elzeny
(1991) on soft white cheeses prepared from the rennet coagulation of salted milk, where

elasticity decreased when the salt content in the milk rose from 5% to 10%.

3.2. Microstructure and image analysis
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The percentage area occupied by fat in the micrograph (PF), the mean size of fat droplets
(MS) and the circularity of fat droplets are shown for the six model cheeses in Table 3. A
significant effect of the L/P ratio in the model cheeses on PF was observed (p <0.001), with a
logical decrease in PF when the L/P ratio decreased. At an identical L/P ratio, no significant
difference was observed between the versions with and without added salt, which was
coherent because the same amount of milk fat was used. The PF values found by image
analysis were slightly higher than the percentages of fat incorporated during the preparation
process (respectively 35.3% and 32.7% for L28P20 and L28P20s rather than 28%;
respectively 29% and 28.5% for L24P24 and L24P24s rather than 24%; and respectively
22.4% and 24.3% for L20P28 and L20P28s rather than 20%). They did however remain
within the same range. Image analysis thus provided relevant information and constituted a
rapid method to estimate the fat contents of food products, as has already been proved on the

longissimus muscle of beef (Kuchida et al., 2000) or salmon fillets (Stien et al., 2007).

The results concerning the mean size (MS) of fat droplets revealed a significant effect of salt
addition (p <0.001). Model cheeses without added salt displayed fat droplets with a
significantly smaller mean size than model cheeses with added salt. This result explained the
reduction in mechanical resistance in model cheeses containing added salt. Larger fat droplets
led to a less well-organised network and thus a less resistant matrix (Pavia et al., 1999). The
effect of the L/P ratio on MS was only significant (p <0.001) for the three model cheeses with
added salt, where the MS values were significantly higher (larger droplets) for the L28P20s
model cheese than for the L24P24s and L20P28s cheeses. This analysis of fat droplet size
corroborated previous observations regarding confocal micrographs of the model

cheeses (Boisard et al., 2012).
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The circularity of fat droplets was only affected by the salt content in model cheese with the
highest lipid content, where circularity increased significantly (p <0.001) when salt was
added. Circularity exerted a significant effect of the L/P ratio, increasing significantly
(p <0.001) when the L/P ratio decreased. Indeed, Everett & Olson (2003) had already shown
that small areas of fat were more circular than larger areas, suggesting that larger areas
consisted of either globule clusters or pools of free oil. Therefore, when the L/P ratio
decreased, the increased circularity and small size of fat droplets led to improved organisation

of the matrix network and thus participated in greater mechanical resistance.

3.3. Eating events

3.3.1. Chewing activity

In order to study differences in chewing when eating the different model cheeses, a PCA was
applied to the mean values of chewing, swallowing and rheological parameters. The first two

components accounted for 89.5% of total variability between the model cheeses (Figure 1).

When considering chewing parameters on the PCA plot, not only the number of cycles (N,),
chewing duration (Dy), muscle work of a chewing cycle (W) and total muscle work of the
total chewing sequence (/;), but also rheological parameters (/W and o) appeared to be
strongly correlated (and inversely correlated to the L/P ratio). Moreover, they were mainly
associated with PC1 which accounted for 74.29% of variability between products. An
ANOVA test confirmed these findings by showing that the L/P ratio significantly affected
chewing parameters (p <0.001), with an increase in N, Dy, W, and W, when the L/P ratio
decreased. These results were related to the rheological properties, showing an increase in
mechanical resistance when the L/P ratio decreased and hence an increase in the number of
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cycles, time and work to chew the product (Tarrega et al., 2008). This means that harder
products were chewed for longer, with greater force and using more chewing cycles. For

instance, a strong correlation was highlighted between N, and D; (r = 0.945).

Although the duration of chewing cycles (D.) seemed to be correlated with the L/P ratio on
the PCA plot, ANOVA did not reveal any significant effect of the L/P ratio. This result
highlighted the fact that the effect of the L/P ratio on Dy, as previously mentioned, was due to

an increase in the number of chewing cycles rather than the duration of each chewing cycle.

The second component (PC2) of the PCA plot accounted for 15.21% of variability between
products and could mainly be explained by the salt content. As the effect of salt on chewing
parameters was not clearly evidenced on the PCA plot, additional ANOVA tests were
performed and showed that an increase in the salt content led to a significant reduction in N,
Wiand W, (p <0.001), probably due to a decrease in the resistance of model cheeses when salt
was added. However, no effect of salt on D; and D, was observed, explaining why the

chewing parameters on the PCA plot were mainly driven by the L/P ratio.

The subjects displayed significantly different chewing patterns (N, from 22 to 97 cycles; D,
from 24.6 to 68.9 s; D, from 0.62 to 1.21 s; W;, from 0.5 to 7.9 mV.s; and W, from 0.01 to
0.10 mV.s — data not shown), but these did not mask the marked differences observed
between the chewing activity relative to products differing in terms of their L/P ratio and salt

content.

3.3.2. Time before the first swallow and number of swallows during consumption

In order to study differences in swallowing, mean values for the time before the first swallow

(Tvs) and the number of swallows (Ns) were also considered in the PCA applied to chewing
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parameters (Figure 1). Ty, appeared to be strongly correlated to the chewing parameters.
ANOVA also indicated that the model cheeses were swallowed significantly later (p <0.001)
when the L/P ratio decreased. Our interpretation is that model cheeses with a lower L/P ratio
required a larger number of chewing cycles because of their greater mechanical resistance. In
this way, a correlation between the number of chewing cycles and the time before the first
swallow was highlighted (» = 0.884). Model cheeses with a lower L/P ratio required a larger
number of chewing cycles and a longer time was required to obtain a swallowable bolus, as
already observed with other types of cheese (Yven et al., 2012). This explained the longer
time elapsing before the first swallow. Conversely, the shortest Ty observed for the highest
L/P ratio could have been caused by the facilitation of bolus formation and lubrication of the

food due to its higher fat content (Gaviao et al., 2004).

Furthermore, model cheeses containing added salt tended to be swallowed more rapidly than
the corresponding model cheeses without added salt (p = 0.074), probably due to the weaker
resistance of model cheeses with added salt. Another explanation could be that the addition of
salt induced a more salty perception and a greater salivation (Neyraud et al., 2003), the latter

triggering more rapid swallowing.

It was possible to consider the number of swallows using the free consumption protocol.
Despite differences between the subjects ranging from 1 to 12 swallows (averages per subject,
all model cheeses considered) the number of swallows during cheese consumption was not
affected significantly by the composition of the model cheese: neither the salt content nor the
L/P ratio modified significantly the number of swallows throughout whole consumption. Yet
the salt content and number of swallows seemed to be associated on the PCA plot (Figure 1).
This could be explained by an effect of salt on texture or by an effect of microstructure on

mouth-feel and salivation, leading to an effect on swallowing. Indeed, it had previously been
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shown that the amount of saliva secreted correlated to the number of swallows (Nederkoorn et

al., 1999).

3.4. Aroma release

3.4.1. Aroma release rate before swallowing (RR;)

The aroma release rate before swallowing (RR;) was calculated for each model cheese and
each aroma compound. Figure 2 shows that RR; was affected by the L/P ratio; RR; values fell
when the L/P ratio decreased, meaning that the presence of proteins might reduce the initial
aroma release rate because of molecular interactions (Guichard, 2002). For model cheeses
with an L/P ratio equal to 28/20, the addition of salt led to a significant increase in RR;
(» <0.001) for all aroma compounds except diacetyl. One explanation was the salting out
effect on aroma release, which might be more strongly expressed in high-fat model cheeses
where sodium ions are more mobile (Andriot, Isabelle et al., 2011 ; Boisard et al., 2012). In
addition, RR; decreased when the hydrophobicity of the compounds increased. Indeed, the
RR, of diacetyl (log P =-1.34) was much higher than the RR; of nonan-2-one (log P =2.71).
In both categories (esters and ketones), RR; decreased when compound hydrophobicity
increased: RR;(ethyl butanoate) > RR;(ethyl hexanoate), and RR;(heptan-2-one)>
RR;(octan-3-one) > RR (nonan-2-one). And indeed, mass transfer coefficients decreased when

compound hydrophobicity increased (Voilley, 2006).

3.4.2. Maximum intensity of aroma release
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In light of these results, it appeared that global /max always corresponded to /max,. Indeed,
Imax was always higher after swallowing (/max;) than before (/max), and this was observed
with all the matrices, all the aroma compounds and all subjects (data not shown). The same
observation had already been made during other studies (Hansson et al., 2003 ; Lauverjat et
al., 2009). This phenomenon was attributed to opening of the velum-tongue border during
swallowing, allowing the transport of aroma compounds from the oral cavity to the nasal

cavity (Buettner et al., 2001 ; Mestres et al., 2006).

In our case, because /max, and Imax, displayed similar trends, only /max, is described

herewith.

It can be seen in Figure 3 that the effects of aroma compounds on aroma release were product-
dependent. Nevertheless, it was generally observed that a decrease in the L/P ratio led to a
decrease in [Imax,. This result differed from previous findings regarding model
cheeses (Tarrega et al., 2008), where the highest /max values were found for model cheeses
with the lowest L/P ratio. However, the authors of that study did not verify the homogeneity
of the microstructure, which could affect aroma release. Furthermore, they did not quantify
aroma concentrations in the model cheeses. Therefore, these higher /max value might not be
only due to a greater chewing activity, but also to higher initial aroma concentrations in model
cheeses with the lowest L/P ratio. Indeed, in our case, model cheeses with the lowest
lipid/protein content presented the highest quantified aroma concentrations (Table 2), and

these were taken into account in the /max data.

Furthermore, during the present study, although chewing parameters increased for model
cheeses with a low L/P ratio, the decrease in /max; values could be explained by the trapping
effect of the protein network which was thicker and stronger in model cheeses with a lower

L/P ratio (Bryant et al., 1995). Moreover, their associated microstructure was more rigid and
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contained more circular droplets, which contributed to a more stabilised system (Guinee et al.,
2004). Another hypothesis was that more saliva was incorporated into the boluses of cheeses
with a lower fat content (Repoux et al, 2012), leading to dilution of the aroma
compounds (Odake et al., 1998) and a lower rate of aroma release. In addition, no clear effect
of salt on /max, values was evidenced, but seemed to depend on the L/P ratio. For ketones, an
increase in the salt content induced a slight rise in /max;, values for model cheeses with an L/P
ratio equal to 28/20, whereas it induced a fall in /max, values for model cheeses with an L/P

ratio of 24/24. No clear effect was observed regarding the L/P ratio equal to 20/28.

Furthermore, /max, values presented marked inter-individual differences (sometimes from

one to ten-fold), but these differences did not prevent any variability between products.

3.4.3. Time to reach the maximum intensity of aroma release

Because Tmax; and Tmax, values presented similar profiles, only Tmax; are described in this

section; in fact, global Tmax values corresponded to Tmax, values in all cases.

In terms of the composition of the model cheeses, a decrease in the L/P ratio (increase in
protein content) with all aroma compounds led to a significant increase in 7Tmax, (p <0.001),
meaning that the corresponding maximum intensity of aroma release (/max;) was attained
later (Figure 4) for low-fat and higher protein content model cheeses. This could be explained
by the fact that the entire in-mouth process (chewing activity, aroma release) was longer when
the L/P ratio decreased. However, whatever the L/P ratio, versions containing added salt
always presented Tmax, values that were significantly lower (p <0.001) than those of versions
without added salt (Figure 4). This highlighted the effect of texture and mastication, but it
might also have reflected the “salting out” effect of NaCl which promoted more rapid aroma
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release from the aqueous phase at the start of the eating process. A minor correlation was
found between Tmax; values and the time elapsing before the first swallow (» = 0.577). This
may have been to /max, values being attained sooner when the product was swallowed more

rapidly.

As for aroma compound properties, 7Tmax; values increased from esters to ketones and in line
with hydrophobicity in each category (i.e. increase in log P), unlike a previous study on a
model cheese where aroma compounds were found to have no effect on the 7Tmax
parameter (Pionnier et al., 2004). Interestingly, the behaviour of diacetyl (lowest
hydrophobicity, log P =-1.34) contrasted with that of the other compounds: the Tmax, value
was the highest (/max, reached later) whereas the Tmax, value was the lowest, meaning that
Imax, was reached sooner (data not shown for 7max;). This meant that highly hydrophilic
compounds were released later after swallowing, which corresponded to the lowest Imax;
value. As aroma compounds are more or less hydrophobic depending on their nature, the
organization of fat globules in the protein network might interfere differently with these
aroma compounds (Charles et al., 2000). In each category, the more hydrophobic compounds
had a greater affinity for fat and thus higher retention, release was slower and maximum

intensity was reached later.

At the same time, Tmax; was found to be highly subject-dependent, ranging from 0.54 s to
1.29 s (data not shown), which showed that this parameter presented inter-individual
differences alongside the effects of composition (L/P ratio, salt) and aroma compound

properties.

3.4.4. Area under the curve
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3.4.4.1. Consideration of the AUC, / AUC, ratio (after/before the first swallow)

The AUC, and AUC, values shown here corresponded to the raw AUC; and AUC, values
divided by the quantified concentrations of the corresponding aroma compounds in the model

cheeses.

AUC and Imax (i.e. Imax;) displayed the same patterns, so for this reason the AUC data are

not presented here, although they are linked to the number of swallows in the next paragraph.

To serve as an illustration, the ratio corresponding to the mean AUC, value (for each ion and
each model cheese) divided by the mean AUC, value (for each ion and each model cheese)
was calculated and is shown in Figure 5. This ratio was always higher than 1, meaning that
the amount of aroma release was always higher after swallowing (4UC5) than before (AUC)).
The same observation had already been made during previous studies (Lauverjat et al., 2009 ;
Mestres et al., 2006 ; Repoux et al., 2012). Moreover, correlations were evidenced between
AUC, and Imax; (r=0.649) and, to a lesser extent, between AUC, and Imax, (r = 0.485).
Figure 5 shows that the L/P ratio and salt content also affected aroma release. Overall, the
AUC, / AUC, ratio was higher when the L/P ratio was higher, suggesting an effect of the
fat/protein contents on the aroma release profile. Fats retained the aroma compounds and
delayed their release until after swallowing. This could also be linked to the fact that model
cheeses with a higher L/P ratio were swallowed more rapidly, leaving more time after
swallowing for aroma release. In addition, with the more hydrophobic compound
(nonan-2-one), the effect of salt could be clearly established, through an increase in the
AUC, / AUC, ratio when salt was added. This could be explained by the increase in droplet
size when salt was added. Larger droplets delayed the transfer of aroma compounds (Charles

et al., 2000) and release after swallowing.
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Furthermore, the AUC, / AUC, ratio was significantly higher with ketones than with esters
(p <0.001), highlighting the fact that more ketones were released after swallowing than esters.
The same phenomenon had previously been observed with processed cheeses (Repoux et al.,
2012) where the release of nonan-2-one mainly occurred during the post-swallowing step. In
addition, the AUC,/ AUC, ratio increased when the hydrophobicity of the compounds
increased in each category (ketones and esters). Indeed, for ketones, the AUC, / AUC; ratios
ranged from 5.4 to 8.8 for nonan-2-one (log P =2.71), from 3.7 to 5.8 for octan-3-one
(log P=2.22), and from 3.2 to 4.5 for heptan-2-one (log P =1.73). In the same way, for
esters, the AUC, / AUC ratios ranged from 2.7 to 4.2 for ethyl hexanoate (log P = 2.83), and
1.7 to 2.7 for ethyl butanoate (log P = 1.85). The mass transfer of aroma compounds might be
one way to explain the effect of hydrophobicity on aroma release. Indeed, mass transfer
coefficients decrease when compound hydrophobicity increases (Voilley, 2006). This could
explain why more markedly hydrophobic compounds are released more slowly and after

swallowing than less hydrophobic compounds.

3.4.4.2. Aroma release and the number of swallows

Although no effect of composition could be identified regarding the number of swallows
during consumption, an interesting link between this number and aroma release (4UC) was
evidenced. Figure 6 (heptan-2-one is shown) illustrates this link by presenting the area under
the curve and the number of swallows during consumption. It can be seen that subjects who
presented a larger number of swallows also presented a higher quantity of aroma release
(higher AUC value). The link between AUC and the number of swallows existed in all
subjects (except subject S6), whatever the overall quantity of aroma they released. Subject S6

presented with an unexpectedly large number of swallows, coupled with low aroma release.
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This could be related to this subject having a particular chewing pattern (extremely small
number of chewing cycles) which led to a low level of aroma release despite the large number
of swallows. After excluding this subject, a correlation (» =0.566) was highlighted between
the number of swallows and the quantity of aroma release (AUC). This could be due to an
increase in aroma release after swallowing (Hodgson et al., 2003) and the succession of
swallows leading to an increase in global aroma release. In addition, it was seen that the
quantity of aroma release also correlated well to the number of chewing cycles (» = 0.689)
and to chewing duration (» =0.721). This could explain why some subjects (e.g. subjects S8
and S9) presented similar quantities of aroma release whereas the number of times they
swallowed differed. All these different findings highlight the fact that aroma release was
affected by both chewing and swallowing under a free consumption protocol. These two

aspects need to be addressed during future studies of in vivo aroma release.

4. CONCLUSION

The effects of changes to the fat and salt content are increasingly being studied in food
science, undoubtedly because of the attached health issues. Thanks to this study, we were able
to point out that modifications to these two parameters could trigger numerous changes,
ranging from the microstructure of the product to the way the product was eaten (chewing,
swallowing), as presented in Table 4. A decrease in the L/P ratio gave rise to a microstructure
made up of smaller and more circular fat droplets in a denser protein network, thus making
the products harder. This increase in hardness led to an increase in chewing activity, due to
the adaptation of mastication to variations in texture (Ottenhoff et al., 1992 ; Woda et al.,
2006). This increase in chewing activity was not associated with an increase in aroma release,

as had previously been observed during other studies on model cheeses (Repoux et al., 2012 ;
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Tarrega et al., 2008). During our study, a decrease in aroma release was more closely related
to a combined effect of retention by proteins and fat droplet size which changed the

microstructure of the cheeses.

The effect of the salt content could be explained by a two-step process: first of all, the
increase in salt content triggered more rapid aroma release from the protein phase of the
model cheese to the oral cavity, and thence to the nasal cavity. This could explain the higher
initial aroma release values (RR;) obtained for model cheeses containing added salt. The most
hydrophobic aroma compounds were then transferred from the lipid phase to the protein
phase. However, larger droplet size in the salt-complemented model cheeses slowed down
this transfer, which could explain the second phase of slower aroma release and therefore a

higher proportion of aroma release after swallowing (higher AUC, / AUC values).

The salt and fat contents appeared to trigger different kinetics of aroma release, but they also
governed swallowing events, where model cheeses with added salt and a higher L/P ratio
were swallowed more rapidly. It is suggested that this was due to greater salivation and

lubrication.

This study highlights the need to understand in vivo aroma release from cheese products using
a multidimensional approach that covers factors ranging from the microstructure of products

to physiological behaviour during consumption.
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TABLES AND FIGURES

Table 1: Composition of the model cheeses.

Composition of the model cheeses: L28P20 (L/P =28/20, without added salt); L28P20s

(L/P=28/20, with added salt); L24P24 (L/P =24/24, without added salt); L24P24s

(L/P =24/24, with added salt); L20P28 (L/P =20/28, without added salt) and L20P28s

(L/P = 20/28, with added salt).

L28P20 L28P20s

model cheeses

L24P24 L1.24P24s

L20P28 L20P28s

L/P ratio |

Composition (g / 100 g)

Rennet casein
Acid casein
Milk fat

Deionised water

Melting salts
NaCl
Citric acid

28/20 28/20
17.0 17.0
43 4.3
28.0 28.0
479 47.9
2.5 2.5
0 1
0.2 0.2

24/24 24/24
20.4 20.4
5.1 5.1
24.0 24.0
47.7 47.7
2.5 2.5
0 1
0.2 0.2

20/28 20/28
23.8 23.8
6.0 6.0
20.0 20.0
47.4 474
2.5 2.5
0 1
0.2 0.2

! L/P ratio corresponding to the lipid/protein ratio and calculated from the dry matter contents

of milk fat and caseins.

319



Table 2: Characteristics of the model cheeses

Model cheeses: L28P20 (L/P = 28/20, without added salt); L28P20s (L/P = 28/20, with added
salt); L24P24 (L/P =24/24, without added salt); L24P24s (L/P =24/24, with added salt);

L20P28 (L/P = 20/28, without added salt) and L20P28s (L/P = 20/28, with added salt).

model cheeses

L28P20 L28P20s 1L.24P24 L.24P24s L20P28 L20P28s
Chemical properties
Sodium
1 0.67+0.02  1.06+0.05 0.66+0.01 1.06+0.04 0.67+0.01 1.06+0.02
content (%)
pH ! 6.75+0.01 6.68+0.04 6.85+0.01 6.70+0.04 6.85+0.03 6.734+0.01
Dry matter (%) ' 53.0+0.6 52.7+0.3 52.8+0.4 53.1+0.4 52.7+0.3 53.0+0.5

Rheological properties

W (kJ.m™)? 230.945.1° 121.6+8.3" 360.8+21.8°  319.3£32.3°  521.9+37.8"  462.3+29.5°
o (kPa)’ 1556.3£20.2° 498.3+46.9° 2167.2+81.2¢ 2012.9+135.2° 3016.1+133.7" 2695.8+148.0°
Mp (kPa) * 222.6+23.0° 3553+61.6° 380.3+242°  343.2+69.3°  4559+83.1°  497.0+55.6°

Average measured concentrations of aroma compounds in the model cheeses (10" mg / 1 ke cheese)

Diacetyl 1.8£0.1*  2.3+0.1° 1.940.4° 2.2+0.2° 2.0+0.2° 3.2+02°
Ethyl butanoate 13.9+1.7%  19.2+2.7°  15.543.3° 17.3+4.9% 24.146.0°¢ 31.1+4.2¢
Heptan-2-one  42.9+5.5% 49.0+2.2°  44.0+7.7° 46.3+5.1% 51.142.0° 51.1+1.3°¢
Octan-3-one 33.9+44.8%  38.1+1.1°  333+6.3° 38.9+1.8° 44.9+59°¢ 50.5+2.7¢
Nonan-2-one 9.0+2.1*  10.1£0.2% 9.0+1.4° 10.71.0% 12.6+1.6° 22.8+7.1°¢
Ethyl hexanoate 13.8+2.5% 16.4+0.7®  13.3+2.5° 15.3+0.9° 21.5+4.7° 36.6+8.2°¢

' sodium content, pH values and dry matter contents are expressed as mean + standard

deviation (SD), (n = 3).

2 W: Work at maximal deformation.

3 &: Stress at maximal deformation.

* Mp: Modulus of deformability.

“f Values in the same line with different subscript letters were significantly different

(p <0.05). Means are given £+ SD, (n = 4).
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Table 3: Parameters obtained after image analysis of confocal micrographs of the model
cheeses: percentage area occupied by fat in the micrograph (PF, %), mean size of fat droplets

(MS, um?) and circularity of fat droplets (index, no unit. 1 corresponding to a perfect circle).

Model cheeses: L28P20 (L/P = 28/20, without added salt); L28P20s (L/P = 28/20, with added
salt); L24P24 (L/P = 24/24, without added salt); L24P24s (L/P = 24/24, with added salt);

L20P28 (L/P = 20/28, without added salt) and L20P28s (L/P = 20/28, with added salt).

Model cheeses PF (%) MS (um”) circularity
L28P20 353+1.0¢ 21.9+0.6“  0.671+0.009
L28P20s 32.7+3.1 % 38.6+2.1°¢ 0.720+0.023
L24P24 29.0+0.7 20.5£0.7¢  0.747+0.006 ™
L.24P24s 28.5+1.4 " 27.5£1.6"  0.758+0.009 *
L20P28 224+1.1° 19.0£02¢  0.778+0.014 ¢
L20P28s 24.342.0 % 30.242.2° 0.769+0.016 ©

*d Values in the same column with different subscript letters were significantly different

(p <0.05). Means are given + SD, (n =5).
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Figure 1: Principal component analysis plot for the averaged values of rheological data (W,
and Mp), chewing and swallowing parameters obtained for each model cheese (differing in

L/P ratio and salt content).
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Figure 2: Variations in /max,/Tmax, values as a function of aroma compounds and model
cheeses: L28P20 (L/P = 28/20, without added salt); L28P20s (L/P = 28/20, with added salt);
L24P24 (L/P = 24/24, without added salt); L24P24s (L/P = 24/24, with added salt); L20P28

(L/P = 20/28, without added salt) and L20P28s (L/P = 20/28, with added salt).
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¢ Values for the same aroma compound, with different subscript letters, were significantly

different (p < 0.05).
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Figure 3: Variations in /max; values as a function of aroma compounds and model cheeses:
L28P20 (L/P = 28/20, without added salt); L28P20s (L/P = 28/20, with added salt); L24P24
(L/P = 24/24, without added salt); L24P24s (L/P = 24/24, with added salt); L20P28

(L/P = 20/28, without added salt) and L20P28s (L/P = 20/28, with added salt).
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¢ Values for the same aroma compound, with different subscript letters, were significantly

different (p < 0.05).
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Figure 4: Variations in 7max, values as a function of aroma compounds and model cheeses:
L28P20 (L/P = 28/20, without added salt); L28P20s (L/P = 28/20, with added salt); L24P24
(L/P = 24/24, without added salt); L24P24s (L/P = 24/24, with added salt); L20P28

(L/P = 20/28, without added salt) and L20P28s (L/P = 20/28, with added salt).
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¢ Values for the same aroma compound, with different subscript letters, were significantly

different (p < 0.05).
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Figure 5: Evolution of AUC, / AUC; ratios as a function of aroma compounds and model

cheeses: L28P20 (L/P = 28/20, without added salt); L28P20s (L/P = 28/20, with added salt);

L24P24 (L/P = 24/24, without added salt); L24P24s (L/P = 24/24, with added salt); L20P28

(L/P = 20/28, without added salt) and L20P28s (L/P = 20/28, with added salt).
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Figure 6: Aroma release (4AUC of heptan-2-one, all model cheeses considered) and number of

swallows during consumption as a function of different subjects (S1 to S10).
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Table 4: Overview of the effects of the L/P ratio and the addition of salt on all the parameters

investigated in the model cheeses.

Experiment Parameters N L/P ratio 7 Salt '
W (resistance) 7 N
o (stress) 72 N
Rheology 2
MD (& /elasticity) 7 (only for 28/20
ratio)
PF  (percentage fat) N -
N
Microstructure: MS (droplet size) (only for salty 7
. . cheeses)
image analysis 2
circularity 2 (only for 28/20
ratio)
Nc  (number cycles) 7 N
Dt (total duration) 2 -
Chewing activity Dc  (cycle duration) - -
Wt (total work) 7 N
We  (cycle work) 7 N
. Tbs (time before Ist sw.) 7 N
Swallowing Ns  (number swallows) - -
7
RRI (Imax1/Tmaxl) N (only for 28/20
ratio)
Aroma release Imax N i
Tmax 7 N
AUC2/AUCI N ~A

1 . . .
In the columns, 7 corresponds to a significant increase, N corresponds to a significant

decrease, - corresponds to no significant effect. The addition of ~ before 7 or before N

indicates a trend but not a significant effect.
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RESUME

L’objectif de ce travail est de comprendre les effets d’un changement de composition des
modeles fromagers sur la mobilité, la libération et la perception de molécules de la flaveur
(sel, composés d’ardme). Six modeles fromagers aromatisés ont ét¢ formulés (3 ratios
lipides/protéines (L/P) et 2 teneurs en sel). La microstructure et les propriétés rhéologiques
des modeles fromagers ont été caractérisées respectivement par microscopie confocale et par
compression uniaxiale. La mobilité¢ des ions sodium a été analysée par RMN *Na et leur
cinétique de libération suivie dans 1’eau et en situation de consommation. La libération
rétronasale des composés d’arome a €té suivie par nose-space APCI-MS, simultanément au
suivi des déglutitions, et de la mastication par électromyographie. Enfin, les propriétés
sensorielles des modéles fromagers (intensité salée, arome, texture) ont été¢ étudiées. Une
diminution du ratio L/P et une diminution de la teneur en sel diminuent la taille des
gouttelettes lipidiques et augmentent la fermeté. Cela conduit a une diminution de la mobilité
des ions sodium, de la quantité de sodium libéré dans la salive, de la perception salée, un
retard dans le maximum de libération d’ar6me et une diminution de la perception aromatique.
Ces effets peuvent étre expliqués par la répartition lipides/protéines observée en microscopie,
par une déglutition plus tardive et une plus grande activité masticatoire.

ABSTRACT

The aim of this work is to understand the effects of changes in the composition of model
cheeses on mobility, release and perception of flavor molecules (salt, aroma compounds). Six
flavoured model cheeses were formulated (3 lipid/protein (L/P) ratios and 2 salt contents).
The microstructure and the rheological properties of the model cheeses were characterized
respectively by confocal microscopy and by uniaxial compression test. The mobility of
sodium ions was analyzed by *Na NMR, the kinetics of sodium release followed in water and
then during consumption of the model cheeses. The retronasal release of aroma compounds
was followed by nose-space APCI-MS, simultaneously with the study of swallowing and
chewing by electromyography. The sensory properties of the model cheeses (saltiness, aroma,
texture) were studied. A decrease in the L/P ratio and a decrease in salt content reduce the fat
droplet size and increase the hardness. This leads to a decrease in sodium ion mobility, in
sodium release in saliva and in salty perception. Moreover, the maximum intensity of aroma
release is reached later and the aroma perception is decreased. These effects can be explained
by the observed lipid/protein distribution in microscopy, by the later swallowing and by the

higher chewing activity.



