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Résumé :

La préparation d’un caillé fromager par coagulation du lait a 1'aide d'extraits des fleurs de
chardon constitue une technologie originale spécifique de certaines régions Algériennes. Notre
étude s'inscrit dans le cadre de la préservation du patrimoine culinaire du pays en caractérisant
le pouvoir coagulant de I’extrait enzymatique de cette plante afin de combler le manque de
données scientifiques sur ce coagulant.

Cette caractérisation permettra de proposer des solutions technologiques a la substitution
de l’enzyme coagulante commerciale utilisée par les fromageries. En effet, les tests
préliminaires effectués sur la fleur de la plante, indiquent une activité coagulante intéressante
pour une utilisation dans la fabrication des coagulums fromagers mixtes.

L'extrait enzymatique obtenu a partir des fleurs de chardon a révelé une bonne coagulation
d’un lait fromager, obtenue a partir d’une poudre de lait fromagere « low heat ». Les temps
technologiques (temps de prise) obtenus, de 1820 secondes pour ’enzyme de fleur de chardon
et de 1500 secondes pour ’enzyme commerciale, respectent la norme FIL fixée entre 960
secondes a 1920 secondes pour obtenir un caillé fromager enzymatique conforme.

Cet extrait enzymatique des fleurs de chardon a donné les resultats escomptés pour la
fabrication d’un fromage a caillé mixte.

Ces résultats obtenus permettent d’envisager ’approche scientifique a I’application
industrielle des coagulants naturels pour la substitution des coagulants commerciaux dans la

fabrication des fromages locaux et la préservation de leur typicité.

Mots clefs: Extrait enzymatique, fleurs de chardon, temps technologiques, caillés fromagers

mixtes.



Abstract :

The preparation of cheese curds by milk coagulation using thistle flower extracts is an
original technology specific to certain Algerian regions. The aim of our study is to characterize
the coagulating power of the enzymatic extract of this plant, in order to make up for the lack of
scientific data on this coagulant.

This characterization will make it possible to propose technological solutions to replace the
commercial coagulating enzyme used by cheese dairies. In fact, preliminary tests carried out on
the plant's flower indicate an interesting coagulant activity for use in the manufacture of mixed

cheese curds.

The enzymatic extract obtained from thistle flowers showed good coagulation of a cheese
milk obtained from a “low heat” cheese milk powder. The technological times (setting times)
obtained, 1820 seconds for the thistle flower enzyme and 1500 seconds for the commercial
enzyme, are in line with the IDF standard set between 960 seconds and 1920 seconds to obtain

a compliant enzymatic cheese curd.

This enzymatic extract from thistle flowers gave the expected results for the manufacture

of a mixed curd cheese.

These results enable us to envisage a scientific approach to the industrial application of
natural coagulants for the substitution of commercial coagulants in the manufacture of local

cheeses and the preservation of their typicality.

Key words: Enzyme extract, thistle flowers, technological times, mixed cheese curds.
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Introduction

La vente mondiale des coagulants laitiers représente plus de 60% de la vente des
enzymes (CNIEL, 2024). Ces enzymes jouent un role incontestable dans 1’industrie
pharmaceutique et alimentaire, et dans la biotechnologie industrielle. De fait, I’industrie laitiere
est la plus grande utilisatrice de protéases, qui servent dans les applications les plus importantes
soit plus précisément dans la coagulation laitiére et la fabrication de fromages.

La transformation fromagere comporte plusieurs étapes dont 1'une des plus
fondamentales est la coagulation du lait. Cette coagulation est traditionnellement obtenue par
action sur le lait, de la présure, qui est une enzyme extraite industriellement des caillettes de
veaux non sevrés (Dagleish et al.,, 2012). Depuis I’industrialisation de la transformation
fromagere et jusqu’aux années 1950, la présure était 'enzyme dont l'utilisation était dominante
dans la fabrication fromagere. Des pénuries mondiales ont suivi en raison du fait que sa
production soit tributaire du marché de la viande (CNIEL, 2024). Actuellement, la production
de présure traditionnelle (ou animale) ne couvre que 25% de la demande mondiale en coagulants
(CNIEL, 2024). Cette carence mondiale en présure a conduit & une augmentation de son prix.
Cette situation a conduit a la recherche d’autres préparations enzymatiques alternatives
d'origines diverses, pouvant coaguler le lait de facon analogue a la présure.

Dans ce cadre plusieurs recherches menées par des firmes internationales (DSM Food,
DANISCO et CHR HANSEN) pour trouver des substituts a la présure. Dans ce contexte, des
protéases microbiennes mais surtout des protéases produites par des microorganismes
génétiqguement modifiés ont donné des résultats satisfaisants (Benani, 2017 ; Ramet, 2021 ;
Talantikite-Kellil, 2015).

Ces dernieres années, une attention croissante a été dirigée vers des extraits

enzymatiques naturels d’origine végétal comme alternative (Getachew et al., 2024 ; Mir Khan
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et al., 2020). Ces protéases retiennent 1’attention, non seulement en raison de leur activité
protéolytique, mais également parce qu’elles sont généralement actives dans une large gamme
de températures et de pH (Kaur et al., 2024) et peuvent étre optimisées dans les différentes
familles de fromages fabriqués.

Un grand nombre de travaux ont été réalisés autour de 1’effet des coagulants végétaux
sur la coagulation des laits issus de diverses especes animales (bovin, ovin et caprin) et sur la
protéolyse du caillé¢ fromager en affinage. Ainsi, ce présent travail se propose d’étudier I’effet
de la substitution d’une enzyme animale commerciale par une enzyme d’origine végétale extraite
de la fleur de chardon « Cynara cardunculus » sur la coagulation laitiére et sur certaines activités
protéolytiques du caillé fromager obtenu, dans le but de permettre une appréciation de I’intérét
des coagulants naturels comme succédanés aux enzymes commerciales.

Ce mémoire a été établi comme suit :

e Une synthese bibliographique abordant les mécanismes de coagulation et les enzymes
coagulantes utilisés en transformation laitiere.

e Une partie expérimentale avec une présentation sur la méthodologie du cadre et des objectifs
de I’étude, la préparation du coagulant végétal, son évaluation sur du lait fromager, son activité
coagulante et sa cinétique protéolytique. Une discussion des résultats avec une approche ciblée
des aptitudes coagulantes de I’extrait enzymatique végétal en comparaison a une enzyme
commerciale et son orientation vers des applications fromageéres.

¢ Enfin une conclusion sur I’étude établie et les perspectives envisagées.
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Chapitre 1 : Mécanismes de coagulation des laits

1- Coagulation des laits

La coagulation du lait correspond a une déstabilisation de I'état micellaire originel de la
caséine du lait (Alais et al., 2008). Dans la pratique, cette déstabilisation est réalisée de deux
manieres :

« Par voie enzymatique a l'aide d'enzymes coagulantes, en particulier la présure,
« Par voie fermentaire a I'aide de bactéries productrices d'acide lactique (bactéries lactiques
contaminant a I'état naturel le lait ou apportées sous forme de levains).

Les mécanismes d'action de ces deux agents coagulants au niveau de la micelle sont trés
différents. Bien qu'ils conduisent tous deux a la formation d'un coagulum (gel ou caillé), les
propriétés rheologiques de ce dernier restent caracteristiques du mode de coagulation (Attia
et al., 2000). L'aptitude a I'égouttage, dont dépendent les caractéristiques physico-chimiques
du fromage non affiné, est déterminée également de fagon spécifique.

Dans les techniques fromageres classiques, les deux modes de coagulation ne sont
jamais utilisés séparément, seule varie l'importance relative de leur action coagulante
respective (Ouanezar et al., 2012). Cette distinction permet de classer les fromages en trois
grandes catégories :
 Les pates fraiches qui résultent d'une coagulation a caractére lactique prédominant ;

« Les pates pressées qui résultent d'une coagulation a caractere présure prédominant ;
« Les pates molles qui résultent d'une coagulation a caractére mixte.

Le substrat spécifique intéresse par le phénoméne de coagulation dans le lait est
constitué par les protéines, essentiellement représentées par les caséines (Thapon, 2005).

Ces protéines constituent la phase colloidale ; elles se trouvent pour leur plus grande
part a I'état originel dans le lait sous forme de micelles (Xiuju et Zhengtao, 2022). Les

micelles sont des agrégats hétérogénes formés des polymeéres des différentes fractions
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caséiniques et associés, sous forme de complexes, a plusieurs sels minéraux dont le plus
représentatif est le phosphate de calcium (figure 01).

La forme des micelles est subsphérique : leur diamétre moyen varie entre 30 et 300 pm,
celui-ci varie avec l'espéce, la race et le stade de lactation et se situe pour le lait de vache
entre 80 et 100 um. La composition des micelles provenant d'une méme femelle laitiére n'est
pas constante ; les petites micelles sont deux fois plus riches en caséine K que les grosses,
leur degré d'hydratation est plus élevé (De Kruif et al., 2012).

La structure des micelles est mal connue. De nombreux modeéles ont été proposés ces
derniéres années ; le plus récent place la caséine K aux points d'articulations d'un réseau
forme de polymeéres de caséine A et B. Entre les mailles du réseau protéique se trouve fixé
le phosphate colloidal. Cette micelle renfermerait 97% de la caséine totale, 3 % se trouvant

a I'état trés dispersé dans la phase aqueuse (Mc-Sweeney, 2004).

Caséines Sous micelles

—>s

W
>

majorité

5°  Caséinea

5 Caséine k

Phosphate de calcium . SO mai:olr(i;i'f; ::s!e‘i;eakez PhD
»

- Sous micelle a2 majorité de caséines a

Figure 01 : Représentation schématique du processus de formation d’une micelle

hétérogene de caséine (Ronez, 2012)

Plusieurs facteurs contribuent a conférer aux micelles leur stabilité : les principaux sont

leur charge électrique, leur degré d'hydratation et leur charge minérale (Ronez, 2012).

« La charge électrique des micelles du lait frais est fortement négative ; ce caractére résulte

de la présence de nombreux groupements COO, correspondant aux amino-acides


http://www.youlab.fr/blog/wp-content/uploads/2012/09/micelles.jpg
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dicarboxyliques constituant en particulier la caséine K. Les micelles peuvent étre assimilées
a de gros ions chargés négativement, leur dispersion dans le lactosérum résulte de la forte
répulsion électrostatique qui s'exerce entre particules voisines.

« Le degré d'hydratation des micelles est élevé : 1 g de protéines fixe environ 2,5 g d'eau.
Ce caractére tres hydrophile de la micelle correspond a la présence a sa périphérie d'une
couche d'eau liée, étroitement fixée aux protéines, et d'une couche d'eau d'hydratation a
structure moléculaire plus lache, et moins orientée. Ces enveloppes d'eau contribuent a
stabiliser fortement la micelle.

« Les sels minéraux, notamment Ca et P, se trouvent dans le lait sous des formes variées que

I'on a coutume de classer en formes solubles et insolubles ou colloidales

2. Coagulation des laits par voie acide

Le mécanisme de la coagulation acide est de nature electrochimique. Quel que soit le
processus envisagé, l'acidification entraine une chute du degré de dissociation des
groupements acides (COO, PO3zH) du phosphocaséinate de calcium. Les ions H* libérés par
I'acidification neutralisent progressivement les charges électronégatives : la répulsion
électrostatique diminue au fur et a mesure de I'enrichissement du milieu en ions H+, puis
disparait (Attia et al., 2000).

A la température ambiante, les micelles commencent a s'agréger a pH 5,2. Lorsque le
pH isoélectrique de la caséine est atteint (pH 4,6), il y a floculation totale (figure 02). Si
l'acidification intervient sur un lait au repos, il y a formation d'une structure continue
occupant tout le volume initial du lait : le gel ou coagulum ; si le lait est en mouvement, il y
a apparition d'un précipité baignant dans la phase dispersante (Marchin et al., 2007).

La coagulation acide est fortement dépendante de la température : pour des températures

croissantes du lait supérieures a + 5°C, la floculation apparait a des valeurs d'acidité de plus
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en plus basses. Un lait acide peut aussi coaguler de maniére imprévue lors du chauffage : il
y a donc lieu de contréler l'acidité avant tout traitement thermique, lorsqu'on redoute cette
floculation.

Au contraire, une acidification sera souhaitable lorsqu'on réalise la précipitation
thermique des protéines comme cela est pratiqué dans plusieurs procédés artisanaux de

fabrication de fromages.

(charges négativ
d’hydratation des micelles de caséines

Coagulatlon par acidification dite lactique

% i Micelle de caséine

Avant ac1d1ﬁcat10n native

Début coagulation

Acide lactique => neutralisation des charges négatives

e He sl e
Tl

Pendant I'acidification

DESTABILISATION
- Diminution de la répulsion
- Solubilisation de CaHP04

Formation du coagulum

Attraction des micelles + formation de liaisons hydrogéne

WD Rt
e
TRt N Gel acide

Apreés acidification -> Caillé Lactique

Figure 02 : La coagulation acide (Ronez, 2012)

A l'opposé, pour les températures inférieures a 5°C, la floculation par voie acide ne se
fait plus, seule la viscosité du lait s'accroft et il n'est pas possible d'obtenir un gel véritable.
En pratique fromagere la température choisie pour la coagulation est généralement comprise
entre 20 et 35°C, elle contribue a une déstabilisation dans des délais raisonnables (Ronez,
2012).

La neutralisation des charges micellaires, consécutive a l'acidification, s'accompagne
d'une déminéralisation corrélative de la micelle, la solubilisation du phosphate de Ca et du
Ca liés a la caséine croit avec l'acidification (figure 02). Au pH isoélectrique, la charge
minérale de la caséine devient nulle ; on obtient ainsi une caséine dite “Isoélectrique”

entierement désalifiée (Dalgleish, 2007). Au cours des fabrications fromageres,
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I'acidification développée en cours de coagulation et d'égouttage conduit toujours a une
déminéralisation plus ou moins poussée du coagulum. Le contrble constant de cette
évolution permet de suivre et de régler la charge minérale du caillé ; cette derniere
conditionne directement I'aptitude a I'égouttage et détermine, en grande partie, la
composition et I'extrait sec finals du fromage. Pour un fromage donné, toute dérive de
I'acidification au dehors de I'évolution standard se traduira par un accident (Pradal, 2012).
L'acidité développée n'est pas la méme pour tous les types de fromages, mais possede
pour chacun d'eux une valeur caractéristique qui est déterminée principalement par
I'importance de la quantité de lactose transformée et par I'numidité finale du produit, les
fromages humides étant generalement plus acides que les fromages secs (Ramet, 2021).
Au plan de la conservation, l'acidification intervient en ralentissant la croissance des
micro-organismes intervenant dans l'altération du substrat ; mais cet effet est sélectif. Dans
les limites d'acidification observées au cours de la fabrication des fromages, le
développement des bactéries est ralenti d'une maniére importante, celui des levures et des

moisissures n'est que légérement atténué (Dahou et al., 2021).

2.1- Modalités de la coagulation par voie acide

En fromagerie classique, l'acidification du lait est réalisée par voie biologique par
I'intermédiaire de bactéries lactiques dont la caractéristique métabolique dominante permet
la transformation du lactose en acide lactique (Vignola, 2002). Exceptionnellement, un
apport limité d'acide organique peut contribuer a la déstabilisation des micelles; il s'agit d'une
pratique utilisée surtout au plan industriel pour régler l'acidité initiale du lait et obtenir ainsi
des temps de coagulation normalisés, nécessaires aux opérations de traitements ultérieurs

mécanisés ou automatisés du coagulum (Smit, 2003).
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En pratique fromagere (Tirard-Coller et al., 2002), la fermentation lactique peut étre
conduite en faisant appel :
« aux bactéries lactiques présentes a I'état naturel dans le lait cru;
« aux bactéries lactiques apportées sous forme de levains.

Dans les deux cas, l'acidification est directement liée aux propriétés des bactéries
lactiques présentes avec un ensemencement bactérien (bact/ml lait) lié a la catégorie de
fromages sollicitée (tableau 01) et aux facteurs de milieu qui conditionnent leur

développement (Bennett et Johnston, 2004).

Tableau 01: Caractéristiques de coagulation des différentes catégories de fromages

(Bennett et Johnston, 2004)

. Concentration de I'inoculum
Catégories de — -
fromages Enzyme coagulante for(.:e : Bacteéries Iactl_ques
1/10 000 (ml/100 kg lait) (bact/ml lait)

Pates fraiches 1-5 ml 2-510°
Pates molles 18-22 ml 1-2 10°
Pates pressees:

* non cuites 20-25 ml 1-2 10°

* cuites 22-40 ml 0,510

2.2- Propriétés des bactéries lactiques

Les bactéries lactiques font partie de la famille des Lactobacteriacae et se classent en
deux tribus (Vioque et al., 2000) :
« Les Streptococaceae, bactéries sphériques se présentant a I'examen microscopique sous
forme de chaines plus ou moins longues;
« Les Lactobacilleae, bactéries allongées en forme de batonnet;

Ces bactéries sont trés exigeantes en ce qui concerne leurs besoins azotés et

vitaminiques. La présence dans le milieu de culture de facteurs de croissance et d'oligo-
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éléments est indispensable pour leur développement.

Elles utilisent le lactose dans leur métabolisme en le transformant en acide lactique, et
en produits secondaires intervenant notamment dans le godt et I'ardme des produits laitiers.
Elles possedent une activité protéolytique faible, mais en raison de leur grand nombre dans
le fromage (1 milliard/g), elles contribuent efficacement a la transformation de substrat lors
de l'affinage ou l'action de leurs protéases s'ajoute a celle de la présure pour dégrader la

caséine (Lo Piero et al., 2002).

2.3- Choix des levains

Sélection des souches en fonction de leurs pouvoirs acidifiant (quantité d'acide lactique
produite par unité de temps) et aromatisant ainsi que de leur résistance aux bactériophages
(Mahaut et al., 2000).

Sélection de levains d'aprés l'adéquation entre leur composition et le type de fromages
fabriqués. Généralement I'équilibre suivant est recherché pour les produits ci-apres :

- Beurre, pates fraiches, pates molles, pates persillées et pates pressées non cuites :

e Lactococcus lactis et Lactococcus cremoris : ce sont des germes acidifiants ; leur
température d'incubation varie entre 20 et 30°C ;

 Lactococcus diacétylactis et Leuconostoc citrovorum : ce sont des germes producteurs de
diacétyle; leur température d'incubation varie entre 20 et 30°C. Leur activité acidifiante n'est
pas négligeable; elle varie selon les souches.

« Streptococcus thermophilus et Lactobacillus bulgaricus: leur température optimum de
développement se situe vers 40-45°C. Ces bactéries sont utilisées facultativement et en trés

petites quantités en raison de leur pouvoir acidifiant tres élevé.
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- Fromages a pates pressées cuites :

« Streptococcus thermophilus et Lactobacillus helveticus: leur température d'incubation se
situe vers 38-40°C ; il existe entre ces deux bactéries un phénomene particulier de symbiose
: Streptococcus thermophilus ne se développe bien qu'en présence de produits d'hydrolyse
de la caséine résultant de I'action du Lactobacillus.

Ferments propioniques du genre Propionibacterium responsables de l'ouverture des
fromages. Ces ferments n'appartiennent pas au groupe des bactéries lactiques. Le coagulum
formé par voie acide posséde des propriétés rhéologiques caractéristiques : il est friable, peu
élastique, son raffermissement est tres limité et tres lent. Sa porosité est bonne, sa

perméabilité élevée, mais son aptitude a I'égouttage est limitée (Mc-Sweeney, 2004).

3. Coagulation des laits par voie enzymatique
Le mécanisme d'action des enzymes coagulantes lors de la coagulation du lait est bien
connu (Harboe et al., 2010). Schématiquement, lors de la réaction d'hydrolyse, un fragment
de la caséine, le caséinopeptide est dissocié de la micelle et eéliminé dans le lactosérum ; le
phénomene peut étre résumé comme suit :
Phosphocaséinate de Ca  —  Phosphoparacaséinate de Ca + caséinopeptide soluble
A la suite de I'nydrolyse, la caséine Kappa, qui a I'état originel protégeait la micelle de
I'insolubilisation, perd ce pouvoir protecteur et provoque une modification de structure et de
composition de la micelle qui conduit a la gélification (figure 03).

Caséinek —Jp para-caséine k + caséine-macropeptide

b

Insoluble Soluble

Liaison hydrolysée

Pyr-Glu-Gln-Asn  His-Pro-His-Pro-His-Leu-Ser -Phe l Mel-Ala-Ne-Pro-Pro-Lys-Lys Thr-Ser-Thr-Ala - Val - Oh
1 100 105 106 110 165 169

PARACASEINE CASEINO-MACROPEPTIDE (CMP)

Figure 03 : Processus de la coagulation enzymatique du lait (Ronez, 2012)
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La perte du pouvoir protecteur est liée au fait que I'hydrolyse prive la micelle des
groupements chimiques stabilisateurs présents sur la caséine Kappa ; il s'agit de fonctions
hydrophiles conférant I'hydratation et de fonctions acides apportant la charge électronégative
a la micelle et responsables de sa stabilité native (Ronez, 2012).

Le phénomeéne de coagulation a été largement étudié, il se dissocie en deux phases
successives :

« Une phase dite primaire qui correspond a la réaction d'hydrolyse proprement dite de la
fraction Kappa ; elle se traduit par une augmentation progressive de I'azote solubilisé dés
I'apport de I'enzyme coagulante au lait.

En fin de réaction, lorsque toute la caséine Kappa a été hydrolysée, la teneur en azote
soluble se stabilise a 1,6 % de la teneur en azote total.

La réaction primaire est tres sensible a la température, elle est trés lente entre 0 et 10°C,
sa vitesse augmente rapidement aux températures supérieures, elle triple lorsque I'élévation
de temperature est de 10°C (Hsieh et Pan, 2012).

Une phase secondaire correspondant a la floculation proprement dite. Cette réaction ne
peut se faire que si elle a été précédee par la phase primaire (Hsieh et Pan, 2012).

Le processus de la floculation est mal connu, il résulte vraisemblablement dans une
premiére étape de l'agrégation des micelles en filaments, puis dans une seconde étape, de
I'entrelacement de ces filaments en un réseau tridimensionnel. Cette phase est trés sensible
aux variations de température. Elle ne se produit pas a des températures inférieures a + 15°C.
Au-dela, sa vitesse croit trés rapidement, elle est multipliée par 15 par élévation de
température de 10°C (Amiot et al., 2002).

Par ailleurs, la présence du calcium soluble a I'état ionisé est indispensable a
I'accomplissement de la phase secondaire. Dans le lait cru, la présence de calcium est

suffisante pour permettre une bonne coagulation (Cecchinato et al., 2012).
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Au contraire, dans les laits pasteurisés ou le chauffage a insolubilisé le calcium, il est
nécessaire de restaurer la charge initiale en ions par apport de chlorure de calcium. Cet apport
est réalisé le plus souvent a raison de 5 a 30 g/100 kg de lait. 1l y a lieu de ne pas dépasser
ces concentrations, un exces de calcium augmente en effet le risque d'apparition de goQt
amer dans le fromage en particulier si ce sel n'est pas purifié et renferme notamment du
magnésium (Cecchinato et al., 2012).

La phase secondaire est un phénoméne dynamique qui se traduit par une modification
importante des propriétés physiques du lait (Ronez, 2012). Dans les premiéres minutes
suivant I'apport de I'enzyme coagulante dans le lait préconisee suivant la catégorie fromagere
(tableau 01), une diminution de la viscosité du lait apparait ; elle s'explique par la diminution
de la dimension moyenne des micelles consécutive a leur hydrolyse spécifique.

Lorsque l'agrégation des micelles devient prépondérante sur la réaction d’hydrolyse, la
viscosité s'accroit progressivement avec l'augmentation de la taille des agrégats formes et
conduit a la formation d'une structure continue : le gel. Un point privilégié de cette évolution
est la floculation qui correspond au moment ou les agrégats deviennent visibles par l'oeil
humain, mais cette étape n'a pas d'autre signification particuliere en soi.

Ce point particulier est défini par le temps de floculation qui sépare le moment de
l'addition de Il'enzyme coagulante, et celui ou le début de gélification est visible
(Croguennec et al., 2008).

La phase primaire et la phase secondaire different donc principalement par leur
sensibilité aux variations de température ; en pratique il y a donc lieu d'ajuster tres
précisément au degré pres ce parametre de maniere a bien maitriser la phase de coagulation.

Par ailleurs, cette sensibilité différentielle a la température a été exploitée dans certains
procédés modernes de coagulation en continu : le lait le plus souvent concentré est maturé

et emprésuré a basse température (5-10°C), la phase primaire a lieu pendant ce stockage ;
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pour provoquer la floculation, il suffit de réchauffer le lait & une température supérieure a

15°C, la coagulation est alors instantanée (Dalgleish, 2007).

4. Coagulation des laits par voie mixte

Dans le lait, les micelles de caséines et les globules gras sont chargés négativement.
Ceci entraine une répulsion électrostatique qui assure la stabilité du lait (Dahou et al., 2021).
Les fragments de caséine sont hydrophiles et se trouvent en périphérie des micelles, ou ils
créent une couche d'hydratation (eau retenue empéchant le rapprochement des colloides
entre eux).

Dans la coagulation des laits par voie mixte, ’artisan fromager doit d’une part maitriser
la production d’acide lactique, issu de la dégradation du lactose par les bactéries lactiques
(d’une fermentation lactique), par 1’utilisation d une flore lactique a pouvoir acidifiant rapide
pour atteindre rapidement le pH 4,6 (appelé point isoélectrique de la caséine) et obtenir la
neutralité des charges négatives portées par la caséine kappa. L'acide déshydrate ainsi les
micelles, ce qui leur permet de se rapprocher.

D’autre part, I’enzyme coagulante utilisé a faible force ou activité coagulante capable
d'hydrolyser la liaison Phe(105)-Met(106) de la k-caséine (figure 03). Cette hydrolyse coupe
la molécule en deux. On obtient d'une part le CMP (Caseino-Macro-Peptide) hydrophile et
soluble, diffusé a I'extérieur de la micelle de caséines ; d'autre part le PCK (Para-Caséine-
Kappa) hydrophobe, qui lui reste a l'intérieur. La rapidité du déroulement dépend du pH et
de la température (Ronez, 2012).

L'action optimale de I’enzyme qui est a 40°C et a pH 4,6 pour les fromages a pate dure
et a dominance enzymatique. A 35-37°C et a pH 5,8-6,3 pour les fromages a pate molle et a

dominance lactique.
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Micelle

Liaisons fiables

Pont calcique

Coagulation mixte

Coagulation enzymatique Coagulation acide

Figure 04 : Processus des 03 voies de coagulation des laits (Ronez, 2012)

La figure 04 montre que la coagulation des laits est une réaction irréversible (Ronez,
2012).

On obtient de cette réaction soit un:
- caillé avec un gel souple non friable pour une coagulation 100% enzymatique;
- caillé avec un gel ferme pour une coagulation mixte a dominance lactique;
- caillé avec gel compact pour une coagulation mixte a dominance enzymatique;
- caillé friable pour une coagulation lactique.

La vitesse de formation du coagulum ainsi que de son durcissement augmente avec la
température. Elle est tres faible a 15°C et trés forte a 55°C (Pougheon, 2001).

La partie liquide restante est principalement constituée du lactosérum qui est lui-méme

composeé de lactose, de 20% des protéines du lait, ainsi que de divers molécules et vitamines.

14


https://fr.wikipedia.org/wiki/Caill%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose

Chapitre 11 :

Enzymes coagulantes des laits



Chapitre 11 : Enzymes coagulantes des laits

1. Enzymes coagulantes dans la transformation laitiere

Les enzymes coagulantes sont une nécessité absolue pour la transformation laitiére. Ces
coagulants sont des préparations d'enzymes protéolytiques (Lovisi et al., 2003; Roseiro et
al., 2003) et sont de différentes sources : animale, microbienne et vegétale.

Un coagulant est une préparation enzymatique dont la principale fonction est de faire
coaguler le lait. Il est constitu¢ d’enzymes protéolytiques (concentration inférieure a 0,1%
pour les coagulants liquides) qui reposent sur un support. La composition de ce support est
tres variable selon qu’il s’agit d’une macération de caillette traditionnelle, d’une présure,
d’un coagulant d’origine fongique ou d’une chymosine fermentaire (Pradal, 2012).

La majorité des coagulants sont commercialisés sous forme liquide mais il est possible
de s’en procurer sous forme de pate ou de poudre, la composition spécifique des supports de
ces preparations peut avoir un intérét technologique.

Le tableau 02 (IDF, 2018) montre I’origine et la codification des principales enzymes
coagulantes, elles peuvent étre d’origine animale, microbienne (protéases fongiques et
chymosine fermentaire), vegétale.

La majorité des enzymes coagulantes sont des endopeptidases aspartiques (EC.3.4.23.-
) et des endopeptidases a cystéine (EC.3.4.22.-).

Les coagulants sont des extraits enzymatiques dont la composition varie selon les
méthodes d’extraction et de préparation utilisées. Ils se caractérisent par une fraction active
qui englobe les enzymes coagulantes et éventuellement d’autres enzymes, telles que des
enzymes lipolytiques et lysozyme, voire des micro-organismes, et par une fraction inactive
qui contient plus ou moins de minéraux et matiéres azotées et éventuellement des

conservateurs (IDF, 2018).
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Tableau 02 : Origine des différentes enzymes coagulantes (IDF, 2018)

Protéase Codification internationale
Origine animale
Pepsine EC 3.4.23.1
EC 3.4.23.2
Chymosine EC 3.4.23.4
Origine microbienne
Protéases de Cryphonectria parasitica EC 3.4.23.22
Protéases de Rhizomucor miehei et Rhizomucor pusillus EC 3.4.23.23

Origine végeétale

Extrait d’artichaut — Extrait de chardon

Papaine (feuilles de papaye) EC 3.4.22.2
Ficine (latex de figuier) EC 3.4.22.3
Bromélaine (tige de I’ananas) EC 3.4.22.32

2. Enzymes coagulantes d’origine animale

Plusieurs protéases d'origine animale ont fait I'objet d'expérimentation en vue d'une
utilisation potentielle en industrie fromageére (Vignola, 2002).

La trypsine et la chymotrypsine entrainent des modifications profondes des modalités
de fabrication et de la qualité des produits finis consécutives a la forte activité proteolytique.
Ces enzymes ne sont pas utilisées au plan industriel (IDF, 2018).

Seules les pepsines bovines présentent un intérét industriel. L'utilisation de pepsine
bovine a débuté pendant la seconde guerre mondiale, mais ne s'est développée réellement
que depuis 1960. C'est une protéase a caractere plus acide que la chymosine, son activité est
bonne en milieu acide, mais décroit fortement au-dessus du pH 6,3 ; au pH du lait frais, la
coagulation n'apparait pas (IDF, 2018).

Divers traitements de corrections (augmentation du temps de maturation, de la
concentration en CaCl.) permettent de compenser partiellement cette aptitude coagulante
réduite pour la fabrication de fromages a pates molles et pates pressées non cuites. Ces
méthodes ne sont pas applicables aux pates cuites (Gallacier et al., 2018).

Certains succédanés d'origine animale peuvent donc étre considérés comme des produits

de remplacement acceptables de la présure de veau ; il convient toutefois de remarquer que,
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comme pour l'élaboration de la présure, leur disponibilité reste tributaire du marché de la
viande (Ramet, 2021).

Plusieurs enzymes animales sont utilisées pour la fabrication de fromages. Toutefois, la
présure (mélange de chymosine et de pepsine) est de tres loin la plus employée et est
considerée comme étant la meilleure enzyme de coagulation du lait (Vignola, 2002). Le
principal coagulant de la présure est la chymosine qui représente 80 % de I’enzyme contre
20 % pour la pepsine (Mandy et al., 2011).

Dans le processus de la coagulation du lait, la chymosine a une double action. Une action
coagulante par hydrolyse de la cas€ine k et une protéolyse générale sur toutes les protéines
au cours de I’affinage du fromage (Mandy et al., 2011).

L'enzyme hydrolyse la liaison Phe!® et Met'® de la x -caséine, entrainant la
déstabilisation des micelles de caséines et leur coagulation. L hydrolyse des caséines par la
présure fournit des substrats pour la formation de saveurs pendant la maturation du fromage.
Bien que la protéolyse soit essentielle pour la fabrication de fromages affinés, un bon
coagulant doit posséder un bon rapport d'activité de coagulation sur l'activité protéolytique
générale (Dalgleish, 2007).

Les présures provenant d’animaux comme le chameau, la chévre, ’agneau, et le buftle
ont été étudiees et caractérisées afin de remplacer la présure bovine. Toutefois, elles ne sont
pratiquement pas utilisées au niveau industriel, car ces enzymes présentent des propriétés
enzymatiques moins intéressantes en comparaison de celles de la présure bovine (Mahaut

et al., 2000).

3. Enzymes coagulantes d’origine microbienne
Depuis une trentaine d'années, une puissante industrie de transformation s'est

développée dans le monde ; elle produit des substances variées, dont une grande quantité
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d'enzymes qui trouvent de nombreuses applications dans des secteurs industriels variés, et
en particulier des protéases susceptibles de coaguler le lait (Gallacier et al., 2018).

Des proteases d'origine bactérienne provenant de cultures en fermenteurs de Bacilles et
de Pseudomonas ont donné en général des résultats décevants en raison de leur activité
protéolytique généralement tres élevée : aussi l'utilisation de ces enzymes bactériennes n'a
pas dépassé le stade expérimental ; aucune préparation n'est commercialisée (Gallacier et
al., 2018).

Les enzymes d'origine fongique, au contraire, ont donné des résultats meilleurs, souvent
comparables a ceux obtenus avec la présure (Pa) ; plusieurs préparations sont déja
commercialisées sur le marcheé international et utilisées a plus ou moins grande échelle selon
les pays (Getachew et al., 2024).

Ces préparations proviennent de trois genres de moisissures : Endothia parasitica (E.p.),
Mucor pusillus (M.p.), Mucor miehei (M.m.). Un travail important a été réalisé dans la
sélection de microorganismes pouvant produire des enzymes coagulantes. De nombreuses
protéases microbiennes agissent de la méme maniere que la chymosine. Toutefois, ces
enzymes montrent une activité protéolytique plus élevée pendant la fabrication du fromage.

L’enzyme de Rhizomucor miehei est le coagulant microbien le plus couramment utilisé
pour la production fromagere et est disponible a différents degrés de thermo-stabilité et de
pureté (Mir Khan et Selamoglu, 2020).

Actuellement, la recherche sur les présures microbiennes est toujours dirigée vers la
découverte d’enzymes qui sont plus thermolabiles et ayant un meilleur rapport de
coagulation sur I’activité protéolytique générale. La thermolabilité est un critére important,
en particulier pour les protéases ayant une activité protéolytique générale élevée (Ramet,

2021).
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4. Enzymes coagulantes d’origine végétale

On connait de trés nombreuses préparations coagulantes provenant du régne végétal ;
elles sont extraites par macération de divers organes de plantes supérieures (Abiazar, 2007 ;
Aworth et Nakai, 1986 ; Beghdad, 2010). Parmi les especes européennes, on peut citer le
gaillet, l'artichaut, le chardon qui ont été et (ou) sont encore utilisés dans des fabrications de
fromages fermiers, en particulier dans I'ouest du bassin Méditerranéen (Espagne).

D'autres extraits coagulants ont été obtenus a partir de plantes tropicales : les plus
connus sont les ficines, extraites du latex du figuier, la papaine, extraite des feuilles du
papayer, la bromélaine, extraite de l'ananas (Bellal, 2009 ; Brickeil, 2004 ; Djerromi,
2004).

D'une fagon génerale, ces diverses préparations végétales ont donné des résultats assez
décevants en fromagerie car elles possedent le plus souvent une activité protéolytique tres
élevée, qui se traduit par lapparition des inconvénients technologiques majeurs
précédemment signalés (Mc-Sweeney, 2004).

L'activité coagulante est d'autre part trés variable car elle est fortement influencée par
I'état de maturité de la plante et par les conditions de collecte et de stockage. De ce fait,
I'emploi de ces protéases coagulantes est toujours resté limité aux aires locales de production
(Mc-Sweeney, 2004).

De nombreuses préparations coagulantes végétales sont connues. Elles sont obtenues
par macération de divers organes de plantes supérieures (Sousa et Malcata, 2002).

Malgré le nombre élevé de coagulants végetaux, leur application en industrie est tres
limitée. Toutefois, des études ont révélé que certaines enzymes végétales sont prometteuses

(Xiuju et Zhengtao, 2022).
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L’extrait de chardon est probablement la présure végétale ayant connu le plus de succes
a ce jour. Il est employé depuis de nombreuses années dans la fabrication de fromages
traditionnels (Aquilanti et al., 2011).

Des études ont montré qu'il est possible d'extraire et de purifier deux protéases
aspartiques, a savoir les cardosines A et B, a partir des fleurs de chardon. Ces protéases
possedent des spécificités similaires, respectivement, a celles de la chymosine et de la
pepsine (Xiuju et Zhengtao, 2022).

Elles clivent la liaison peptide Phe'%- Met'% de la «-caséine bovine et ovine, tandis que
la k-caséine caprine est de préférence clivée au niveau de la liaison Lys® - Thr''’. Les deux
enzymes peuvent également hydrolyser a la fois ’a et la B- caséine pour produire des
fromages ayant un ardme typique, une texture de beurre doux, et une saveur légérement

piquante (Xiuju et Zhengtao, 2022).

5. Propriétés proteolytiques des extraits végétaux

Dans le but d’identifier des enzymes qui agissent de maniere similaire a la présure, de
nombreuses plantes ont fait I’objet d’études afin d’évaluer leurs propriétés protéolytiques et
coagulantes. Les propriétés de plantes comme Actinidia deliciosa (Beghdad, 2010), Ficus
spp, Carica papaya, Calotropis procera et Cynara cardunculus L. (Benani, 2017),
Onopordum acanthium L. (Ramet, 2021), Cynara cardunculus L. et Cynara scolymus L.
(Sousa et Malcata, 2002 ; Ramet, 2021) ont été étudiées.

Pour évaluer la valeur réelle des enzymes végétales étudiées, certains auteurs ont
effectué des études pour comparer leur activité coagulante et protéolytique a la chymosine
et a d’autres enzymes végétales qui ont déja été étudiées. Getachew et al. (2024) ont montré
que l'actinidine purifiée, extraite d’Actinidia deliciosa (Kiwi), a une activité coagulante et

que celle ci est liée a la concentration de ’enzyme.
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Ces auteurs affirment que leur procédure de purification a permis la production d'une
préparation enzymatique ayant une activité spécifique élevée et un rapport d’activité
coagulante sur la protéolyse générale similaire a celle rapportée pour la chymosine. Kaur et
al. (2024), quant a eux, ont démontré que ce n’est pas l'extrait de kiwi qui contenait la plus
forte concentration d'enzyme protéolytique active (pH 9,0) qui avait le plus haut niveau
d'activité de coagulation.

Des essais sur du lait commercial contenant 0,5 % de matieres grasses ont montré que
I'extrait préparé a pH 5,0 a eu une activité coagulante 18% plus élevée que la méme quantité
d’actinidine purifiée. Leur étude a également montré que le rapport de ’activité coagulante
sur P’activité protéolytique de I'extrait préparé a pH 5,0 est inférieur a celui de la chymosine,
cependant, le coagulum obtenu était comparable a celui obtenu avec la chymosine.

Mirkhan et Selamoglu et al. (2020) sont arrivés a la méme conclusion dans leur étude
sur Pactivité protéolytique de trois extraits végétaux. Selon ces auteurs, il n’y a pas de
différence significative en termes de rendement entre I’extrait d’Actinidia deliciosa et la
chymosine (17,8 % et 20,2% ont respectivement été obtenus pour les deux enzymes).

Quant aux autres enzymes, les extraits de Zingiber officinale et de Cucumis melo ont
donné des résultats nettement inférieurs. L’activité protéolytique des enzymes du chardon,
du ficus (Ficus spp) et de la papaye (Carica papaya) a été comparée sur du lait écrémé
régulier et du lait écrémé ultra filtré (Lo Piero et al., 2002).

Bien qu’il soit légérement plus protéolytique que la présure, seul ’extrait de chardon a
donné des résultats proches de cette derniére. Tandis que pour la ficine, ¢’est surtout avec du
lait ayant une concentration en protéines d’au moins quatre fois celle du lait régulier qu’elle
se révele prometteuse. Quant a la papaine, elle a été jugée trop protéolytique dans les deux

types de lait et donnait des rendements de coagulation variables.
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Mandy et al. (2011) ont démontré que la papaine hydrolyse moins bien la caséine que
la broméline (extraite de Ananas comosus), qui, & son tour, donne des résultats nettement
plus faibles que la chymosine.

Compte tenu du succes de certaines enzymes dans la fabrication de fromages
traditionnels dans diverses régions du monde, des essais de fabrication d’autres fromages ont
éte réalisés ces derniéres décennies. Ainsi, Tirard-Coller et al. (2002) ont comparé le profil
protéolytique de la cacioricotta de type artisanal, un fromage fait de lait de chévre coagulé
par un extrait de Ficus carica sylvestris, a la cacioricotta industrielle coagulée par la présure.
Méme avec un chauffage intense du lait, la forte activité protéolytique de 1’extrait de Ficus
carica sylvestris a conduit a la formation de grande quantité de peptides, contrairement a la
présure.

L’extrait de Withania coagulans a été utilisé pour préparer le fromage Cottage au lait
de buffle et comparé avec celui coagulé par la présure. Le type de coagulant n’a eu aucun
effet significatif sur les propriétés organoleptiques, l'acidité, la quantité de protéines et de
cendres des deux fromages.

Néanmoins, le fromage coagulé par 1’extrait de Withania coagulans avait une teneur en
humidité plus élevée qui traduit une plus grande activité protéolytique de cette enzyme
(Mirkhan et Selamoglu, 2020). Ces résultats concordent parfaitement avec ceux de
Getachew et al. (2024) avec le fromage de type Mozzarella.

L'influence de I’extrait de Zingiber officinale sur les propriétés physico-chimigues,
microbiologiques et sensorielles du fromage Peshawari fabriqué a partir de lait de vache, a
été évaluée et comparée a celle de la présure.

Seules les teneurs en azote soluble et en humidité ont présenté des différences
significatives. Le fromage coagulé par I’enzyme du Zingiber officinale a présenté des

niveaux d'humidité inferieurs et d’azote soluble plus élevés par rapport a celui coagulé par
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la présure. Aucune amertume n’a été notée dans le fromage fait avec I’extrait du Zingiber
officinale (Getachew et al., 2024).

Des etudes réalisées sur les extraits de Cynara cardunculus L. et de Cynara humilis L.
ont montré, en accord avec leur contenu enzymatique similaire, que presque toutes les
propriétés rhéologiques étaient similaires pour les deux coagulants. Comparés a la
chymosine, ces derniers se sont révélés légérement plus protéolytiques, conduisant a la
formation d’un gel moins ferme (Kaur et al., 2024).

Utilisé pour la fabrication de fromages de type Gouda a partir de lait de vache, I’extrait
de Cynara scolymus L. a affiché un rendement similaire a celui obtenu avec la présure.
Toutefois, les fromages obtenus. devaient étre mis en saumure pendant une période plus
longue pour empécher une sur-protéolyse et eviter le développement d’amertume (Mirkhan
et Selamoglu, 2020).

Différentes quantités d’extrait de Cynara cardunculus L. ont été comparees a la présure
dans la fabrication de fromages de lait de brebis. Sur une période de six mois de maturation,
aucune différence significative n'a été observee entre les coagulants pour la majorité des
parametres chimiques étudies.

Cependant, I'azote soluble était significativement plus elevé dans les fromages fabriqués
avec les coagulants végétaux (Mirkhan et Selamoglu, 2020). Des résultats similaires ont
été obtenus pour la fabrication de fromages de lait de chevre (Mandy et al., 2011).

Plusieurs auteurs ont passé en revue les différentes recherches effectuées sur les
coagulants extraits de plantes. Lo Piero et al. (2002) ont examiné le role de I’extrait de
Cynara cardunculus in vitro et pendant la maturation de plusieurs types de fromages.
Mirkhan et Selamoglu (2020) ont étudié l'utilisation d'extraits de plantes en particulier
I’espece Cynara spp. Les récentes avancees sur les différents types de coagulants (animaux,

présures recombinantes, microbiens, végétaux) ont été examinées par Kaur et al. (2024).
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Dans ce travail, I’auteur fait ressortir l'impact des enzymes sur la protéolyse, le
rendement fromager et la qualité du fromage. Mandy et al. (2011) ont passé en revue les
progrés dans le domaine des protéases aspartiques d’origine diverses avec un accent
particulier sur les structures, les fonctions et le mécanisme catalytique de ces protéases. Plus
récemment, I’utilisation des protéases végétales comme coagulants a été étudiée (Mirkhan
et Selamoglu, 2020).

Cette ¢tude a mis ’accent sur les différents types de protéases végétales, leurs sources
et leurs propriétés fonctionnelles. De facon générale, les résultats ont montré que les
coagulants végéetaux ont une activité proteolytique trés elevee. Cette activité protéolytique
se manifeste par une diminution du rendement fromager, des défauts de texture et de godt.

Toutefois, certaines enzymes végétales, comme celle du Withania coagulans, ont donné
des résultats plutot satisfaisants en fromagerie. Mais ’enzyme végétale ayant donné les
meilleurs résultats est I’extrait de chardon qui est employ¢ avec succes depuis de nombreuses
années au Portugal et dans les regions limitrophes de I'Espagne pour la fabrication de

fromages traditionnels (Mandy et al., 2011).

6. Aspects techno-fonctionnels des extraits végetaux

Les fromages préparés avec des coagulants végétaux ont une texture douce
caracteristique et une saveur légérement amére. L’utilisation d’enzymes végetales pour la
production de fromage a parfois conduit a des produits de faible qualité, en particulier en
termes de texture et de saveur (Kaur et al., 2024).

Toutefois, ces enzymes sont largement utilisées pour la production de fromages durs et
mi-durs de lait de caprins ou d’ovins (Mandy et al., 2011). Ce succés des enzymes végétales
dans la production de fromages au lait de brebis suggere que les caractéristiques différentes

des caséines des laits ovins et caprins par rapport au lait bovin limitent la production de
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peptides amers lors de la protéolyse (Mirkhan et Selamoglu, 2020).
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Chapitre I11: Matériels et méthodes

1. Cadre et objectif de I’étude

L’objectif de I’étude est un essai de substitution de la présure animale par un coagulant
végétal qui permettra de fabriquer un caillé fromager en respectant les normes
technologiques d’activités coagulantes et de fabrication fromaggre.

La présente étude consiste en la détermination du pouvoir coagulant d’un échantillon
de fleurs de chardon sous forme de macéra, par la détermination du temps de floculation et
de la force de coagulation, servant a la recherche de la dose d’extrait des fleurs de chardon
nécessaire pour une coagulation optimale.

Cette étude a été réalisée au Laboratoire de recherché des Sciences et Techniques de
Production Animales “LSTPA” de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, de

I’université Abdelhamid Ibn Badis de Mostaganem, a Hassi-Mameéche (Mostaganem).

2. Provenance des échantillons expérimentaux
2.1. Coagulant végétal

Le coagulant utilisé dans notre expérimentation est constitué de pétales de la fleur du
Cynara cardunculus L. appelée communément fleurs de chardon (figure 05), séchés de
facon naturelle sous soleil, récoltés dans la région de Sfisifa, wilaya de Naama.

Les pétales de cette fleur utilisée dans le sud Algérien, notamment dans la wilaya de
Naama, connue pour son pouvoir coagulant du lait induit par une protéase spécifique. Cette
enzyme « cynarase » est utilisée comme agent coagulant pour fabriquer un caillé fromager

typique a la région et des laits fermentés.

Figure 05 : Fleur de chardon.
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2.2. Le lait

Le lait expérimental a été reconstitué a raison de 12% (p/v) a partir d’une poudre de lait
écrémé low heat enrichi en protéines récupérée de la filiale GIPLAIT « Laiterie le
littoral Mostaganem » (voir en annexe 02).

Pour amender 1’équilibre minéral, le lait a été enrichi avec du phosphate monocalcique
(0,0IM) et stabilis¢ avec de 1’azide de sodium (0,025%) pour éviter tout développement
microbien. Il est ensuite stocké au réfrigérateur pendant 10 a 15 heures pour une bonne
réhydratation des protéines et permettre 1’équilibre physico-chimique.

La poudre du lait utilisée a été récupérée de la filiale GIPLAIT, Laiterie le Littoral
Mostaganem, du méme lot, de marque AGROPUR Canada, conservée a I’abri de la lumiére

et de I’humidité.

2.3. Enzyme commerciale

L’enzyme commerciale utilisée est une présure animale en poudre commerciale de
marque CHR HANSEN Danemark de force 1/125000 a 650 mg de chymosine /100 g achetée
du groupe FLY CHEMICALS Oran (Voir en annexe 01). La poudre de I’enzyme utilisée est
conservée hermétiqguement a 4°C.

Nous avons préparé pour notre expérimentation, une solution mére par dissolution de 2
g de poudre dans 100 ml d’eau distillée (se référant a la fiche technique du fournisseur). La
solution est conservée dans un réfrigérateur a 4°C avant son utilisation.

Lors de chaque utilisation expérimentale, nous avons dilué la solution mére dans de
I’eau distillée a raison de 2,5% (v/v) se référant au fournisseur correspond a un temps de

floculation a 37°C compris entre 8 et 15 minutes.
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3. Préparation du coagulant végétal « Cynara cardunculus L. »
3.1. Séchage

Afin de garantir la qualité et la sécurité du séchage, nous avons soumis 250 grammes
de pétales de la fleur de chardon a un second séchage au laboratoire dans une étuve a 37°C
pendant 24h, aprés quoi ils sont conservés dans un bocal étanche a 1’abri de ’air, de

’humidité et de la lumiére.

3.2. Préparation de I’extrait de fleurs de chardon

Nous avons preparé 03 solutions d’enzyme coagulante par macération des fleurs de
chardon a raison de 10g respectivement dans 500 ml d’eau distillée pendant une période de
02 jours (selon les recommandations du Dr DAHOU A., chef d’équipe du laboratoire
LSTPA).

Aprés macération, le mélange est placé dans un agitateur électrique pendant 30 min,
puis on procede a la filtration de la solution obtenue a travers un entonnoir de filtration Pyrex
TM en verre Buchner de 40 mm de diametre et a I’aide d’une pompe a vide.

On obtient ainsi un extrait coagulant dont son activité coagulante sera contr6lée dans

1’étude (figure 06).

Figure 06 : Extrait enzymatique clarifié obtenu de la fleur de chardon.
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4. Techniques d’analyse
4.1. Caractérisation du lait reconstitue
4.1.1. Détermination de ’acidité titrable

La mesure de I’acidité titrable est établie selon la norme F.I.L ISO 707 (2018).

L’acidité du lait est la somme de I’acidité des composants d’une mati¢re organique (le
lait) qui sont : la caséine, les substances minérales et les acides organiques, les réactions
secondaires des phosphates, de I’acide lactique et des autres acides organiques résultants de
I’activité microbienne. Elle est déterminée par titrage de I’acide lactique.

Un échantillon de 10 ml de lait reconstitué a été introduit dans un bécher de 100 ml puis
un volume de 0,3 ml de I’indicateur a été ajouté (1 g pour 100 ml).

Le titrage se fait par la solution sodique jusqu’au virage au rose, faiblement perceptible
par comparaison avec un témoin. On considere que le virage est atteint lorsque la coloration
rose persiste pendant une dizaine de secondes.

Pour exprimer les résultats ; il faut considérer que 1ml de solution titrée correspond a
0,01 g d’acide lactique. L’acidité titrable, exprimée en grammes d’acide lactique pour 100 g
d’échantillon, est donnée par la formule :

0,01 g x V x100/2 =V/2

Ou V: le volume en millilitres de solution sodique a 0,111 ml/I utilisé pour le titrage.

Pour une fiabilité de I’analyse on doit prendre le médianne de deux déterminations. Ce

résultat est traduit en degré Dornic (°D) : 1°D = 0,1 grammes d’acide lactique dans 100g de

poudre de lait.

4.1.2 Mesure du pH

La mesure du pH est établie selon la norme F.1.L 1ISO 707 (2018).
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Le pH traduit la concentration en ions hydrogenes. Pour le lait normal, il est compris
entre 6,6 et 6,8. La légere acidité ainsi observée est due a la présence des anions
phosphoriques et citriques ainsi que de la caséine.

Une mesure directe du pH a I’aide d’un pH-metre HANNA (HI1-2210) de paillasse a été
faite sur une prise d’échantillon de 10 ml du lait reconstitué, plonger I’électrode dans le
liquide (le lait) et effectuer la mesure potentiométrique a 20°C +/- 2°C en agitant le contenu
du bécher. Lire directement la valeur de pH avec deux décimales. Les résultats sont exprimés
en unité du pH et a la température de 20°C.

Pour une fiabilité de I’analyse on doit prendre le médianne de deux déterminations.

4.1.3 Détermination de I’extrait sec total du lait

La détermination de I’extrait sec total du lait est établie selon la norme F.I.L ISO 707
(2018). L’extrait sec total correspond au poids du résidu restant aprés dessication de
I’échantillon a 105°C dans dessicateur infra-rouge (KERN MLS 50-3C). Le principe
consiste a sécher 10 ml du lait par infrarouge et a controler en continu le poids a I’aide d’une
balance de précision intégrée jusqu’a poids constant.

Le pourcentage d’extrait sec total est calculé par la différence entre le poids initial et le
poids final apres évaporation compléte de 1’eau contenue dans I’échantillon analysé.

L’extrait sec total est donné en % par affichage sur I’écran du dessicateur.

Trois déterminations de 1’extrait sec total ont été effectuées sur le méme échantillon

pour essai.

4.1.4 Détermination de la teneur en azote total (protéines) et de I’azote non protéique

NPN

La détermination de la teneur en azote totale est effectuée par la méthode de Kjeldahl
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et selon la norme FIL ISO 707 (2018). Elle consiste en une minéralisation de 1’échantillon
du lait reconstitué par chauffage en présence d’un mélange d’acide sulfurique concentré, de
sulfate de potassium et de sulfate de cuivre, utilisés comme catalyseurs pour convertir I’azote
organique de I’échantillon en sulfate d’ammonium.

Le produit de la réaction est additionné de la soude pour libérer de I’ammoniac qui sera

titré par une solution d’acide chlorhydrique en présence d’acide borique.

4.1.4.1. Minéralisation

Une prise d’essai de 10 ml de lait expérimental est pesée dans un tube en verre appelé
matras, ensuite, 5g de sulfate de potassium (K2SO4), 0,5 g de sulfate de cuivre (CuSOs) et
15 ml d’acide sulfurique (H2SO4, 0,2 N) ont ajoutés a I’échantillon, ensuite le matras est

placé dans I’appareil de Kjeldahl a une température de 400°C pendant 1h30 min.

4.1.4.2. Distillation et dosage de I’azote total

L’échantillon minéralisé est refroidi a température ambiante, puis son contenu est dilué
avec 75 ml d’eau distillée qui servent en méme temps a rincer les parois du matras.

Ensuite, ce dernier est raccordé a I’appareil de distillation ou 60 ml (3x20ml) de
I’hydroxyde de sodium a 30% sont ajoutés a I’échantillon. L’ammoniac produit (suite a
I’ajout de la solution de NaOH), est capté avec 25 ml d’acide borique (H3BO3) qui vire du
rose au vert. L’ammoniaque contenu dans la solution d’acide borique est titré avec une
solution d’acide sulfurique a 0,1N jusqu’a obtention de la couleur de départ de ’acide
borique (rose).

"azote total de 1’échantillon est obtenu par la formule suivante :

(Cb-0,1) x N x 14 100
Azote totalen % =  ------m-me-emeen X
Pe 1000
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Cb : Chute de la burette (ml). N : Normalité de I’acide sulfurique (solution de titration). 14 :

Masse équivalente de 1’azote. Pe : Masse de la prise d’essai (g).

La quantité des protéines totales est obtenue par la formule suivante :

[ Azote totaleen % x F ]

F : facteur de conversion de 1’azote en protéines = 6,38

Le taux d’azote non protéique (NPN) est déterminé apres précipitation des protéines du
lait avec une solution d’acide trichloroacétique (T.C.A) a une concentration finale de 12%
suivi d’une filtration. Le taux d’azote total et d’azote non protéique ont été¢ déterminés sur

un échantillon de 5 ml de lait reconstitué servant a I’expérimentation.

4.2 Caractérisation de I’extrait enzymatique

L’activité coagulante est déterminée par la mesure du temps de floculation et du temps
de prise selon la méthode établie par Xiuju et al. 2022.

Le temps de floculation, établie par I’'IDF (2018), est I’intervalle de temps compris entre
le moment de I’emprésurage et I’apparition des premiers flocons de caséines visibles a I’ ceil

nu.

4.2.1. Détermination de I’unité d’activité coagulante
L’unité d’activité¢ coagulante U.A.C ou l'unité présure est défini par la quantité
d’enzyme contenu dans 1 ml qui peut coaguler 10 ml de lait : 12% p/v de lait écrémé en
poudre dissout dans une solution de CaCl> 0,01 M en 100 secondes & 37°C.
UA.C=10.V/T.V’

Ou : V : volume du lait. V’: Volume de I’extrait enzymatique. T : temps de floculation

32



Chapitre I11: Matériels et méthodes

Un volume de 10 ml de lait est versé dans un tube a essai et porté & 37°C dans un bain
marie. Au temps zéro, 1 ml de la solution enzymatique est ajouté et le chronométre
déclenché. Le tube immergé est maintenu incliné, de telle sorte que le niveau de 1’eau soit
au-dessus de celui du lait.

Il est régulierement animé d’un mouvement rotatif autour de son axe. Le lait forme ainsi
un film mince et homogene. Au moment de la floculation des petits flocons apparaissent au
sein méme de ce film. Le chronomeétre est arrété a ce moment et le temps de floculation est

ainsi noté.

4.2.2. Determination du temps de prise

Le temps de prise est le moment ou apparaissent les premiéres gouttelettes du
lactosérum (début de I’exsudation du lactosérum) sur la surface du gel appelé aussi coagulum
qui devient rigide et ne coule plus sur les parois du tube. Ce temps de prise en masse
compacte est noté.

Pour toute coagulation, le temps de prise représente généralement environ le double du
temps de floculation : ainsi pour un temps de floculation compris entre 8 et 15 minutes, le

temps de prise se situe entre 16 et 30 minutes (FAO, 2000).

4.2.3. Cinétique de la protéolyse

L’activité protéolytique d’une enzyme coagulante se traduit par I’augmentation du taux
d’azote non protéique (non protéique nitrogen: NPN) libéreé dans la masse du coagulum.

La comparaison du rapport NPN/NT (ou NT représente l’azote total) entre la
coagulation de I’enzyme des fleurs de chardon et la coagulation de I’enzyme commerciale,

permet d’évaluer la différence de la protéolyse entre les deux enzymes.
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Le dosage de I’azote non protéique, est estimé aprés précipitation, avec de I’acide
trichloroacétique (TCA) a 12% de concentration finale des protéines du lait expérimental
mis en contact avec I’enzyme coagulante. Apres filtration, ’azote est dosé par la méthode
Kjeldahl.

Une série de 10 tubes a essai contenant 10 ml de lait expérimental chacun est maintenue
a 37°C pendant 1 heure dans un bain marie. Au temps 0, une dose de 1ml de I’enzyme est
ajouté pour chaque tube, et le chronomeétre est actionné. Pour chaque temps de la cinétique,
10 ml d’une solution TCA 12% sont ajoutés, et le tube est bien agité.

Il faut noter que nous avons utilis¢ des concentrations d’enzyme commerciale et
d’enzyme extraite des fleurs de chardon assurant un temps de floculation compris entre 8 et
15 minutes pour toute I’expérimentation. Chaque tube est filtré, et le serum est récupére pour
déterminer la teneur en azote NPN par la méthode Kjeldahl.

La cinétique de la protéolyse des deux enzymes est étudiée en dosant le NPN a temps
de prise. L’expérience permettant I’obtention de cette cinétique est répétée cinq fois, et nos

résultats exprimeront la courbe moyenne.

5. Analyse statistique
Les résultats sont la moyenne des cing essais, et présentés sous forme de moyenne écart type.

L’étude statistique par analyse de la variance (ANOVA) a été réalisée par le logiciel

statistique MINITAB 19.
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1. Qualité physico-chimique du lait expérimental utilisé

Le lait expérimental utilisé préparé a raison de 12% (p/v) a présenté une humidité de
88,30%, un taux protéique de 3,48%, un taux de NPN de 0,175%, une acidité Dornic de
16,2°D et un pH de 6,68. Ces resultats sont conformes aux normes de la F.I.L et de la FAO
(tableau 03).

La coagulation enzymatique d’un lait est la premicre étape de la fabrication d’un
fromage qui peut étre considérée comme le résultat d’un processus dans lequel la caséine est
concentrée apres élimination du lactosérum (Dagleish et Corredig, 2012).

Pour le fromager, un lait de qualité joue un role important pour une bonne aptitude
coagulante, assurer une cinétique adequate de la floculation a la prise du lait, éviter les
déperditions des protéines solubles apres exsudation du lactosérum et la formation d’un gel

ferme (Dahou et al., 2021).

Tableau 03 : Qualité physico-chimique du lait expérimental utilisé

Analyse Moyenne obtenue et écart type| Méthode utilisée
Humidité du lait reconstitué % 88,30 £0,2 Dessication a 105°C
Taux protéique % 3,48 £ 0,02 Kjeldahl
NPN % 0,175 + 0,005 Kjeldahl
NPN/NT % 5,0 Kjeldahl
Acidité Dornic 16,2+0,3 Dornic
pH 6,68 £ 0,02 pH-métrie

2. Qualité de ’extrait enzymatique en comparaison avec I’enzyme commerciale

Les résultats du controle de I’extrait enzymatique clarifi¢ de fleurs de chardon et de la
dilution retenue, ainsi que celles de la présure commerciale sont regroupés dans le tableau
04.

L’extraction de I’enzyme de fleurs de chardon a partir de 100 grammes de pétales de

fleurs de chardon a donné un volume de 75 ml d’extrait enzymatique clarifié.
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Tableau 04 : Qualité de I’extrait enzymatique « Fleurs de chardon »

Enzyme extraite de la fleur de .
Enzyme commerciale
R ] chardon
Controéle effectué - N —
Extrait clarifié | Dilution 0,5% | >0lution mere | Dilution
’ 1% 2,5%
Temps de floculation (s)| 125,25 £ 5,25 910 £ 2,10 35,25 £ 0,25 750 £ 10
Temps de prise (S) 250,50 £ 0,5 1820 + 5,10 7050+ 15 1500 + 10
Activite coagulante 0,8£0,2 0,10£001 | 284%001 | 0,13%0,02
U.A.C/ml

Il est & noter que lors de notre expérimentation nous avons opté pour une dilution de
0,5% (v/v) suite aux essais préalables effectués pour obtenir un temps de floculation
conforme a une bonne coagulation compris entre 8 et 15 minutes comme décrit par Kaur et
al. 2024.

Dans ce sens, I’extrait clarifi¢ de la fleur de chardon donne un temps moyen de
floculation de 125 secondes a 37°C. La dilution a 0,5% (v/v) dans de I’eau distillée stérile a
donné un temps moyen de floculation de 910 secondes (15 minutes) et un temps moyen de
prise de 1820 secondes (30 minutes).

En comparaison, la solution d’enzyme commerciale a 1% a donné un temps de
floculation moyen de 35,25 secondes. A une dilution calculée de 2,5%, on a obtenu un temps
moyen de floculation contr6lé de 750 secondes (12,5 minutes) et un temps de prise moyen

de 1500 secondes (25 minutes) (figure 7).
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Figure 07 : Comparaiso de I’aspect du coagulum formé apres le temps de prise

et I’activité enzymatique des 02 enzymes.

Les figures 08 et 09 montrent I’aspect des deux gels enzymatiques formés aprés activité
enzymatique et atteinte du temps technologique « le temps de prise » a une température de
37°C. Il apparait clairement que les deux gels montrent une bonne consistance et fermeté
avec le peu de lactosérum soit une faible libération du NPN soluble (figure 10).

Cette qualité de gel est trés demandée en industrie des fromages a pate molle stabilisée
(Dagleish et Corredig, 2012) pour laquelle le gel est a coagulation mixte mais a activité

enzymatique dominante et ce gel doit étre ferme et tenace (figure 11).

Figure 09 : Aspect du coagulum avec I’enzyme extraite de la fleur de chardon.
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Figure 10 : Aspect du caillé fromager mixte aprées coagulation totale et tranchage.

p

Figure 11 : Aspect du caillé fromager mixte aprés moulage et égouttage.

L’unité de I’activité coagulante (U.A.C) qui représente la quantité d’enzyme contenue
dans 1 ml de la solution enzymatique pour coaguler 10 ml du lait en 100 secondes a 37°C ;
est de 0,8 unité /ml pour I’extrait enzymatique clarifi¢ de fleur de chardon et de 2,84 unité
/ml pour la solution mére d’enzyme commerciale (1%).

Le temps de floculation pour les 02 enzymes mises en dilution est entre 12,5 et 15
minutes avec une U.A.C moyenne comprise entre 0,10 et 0,13 unité/ml. Ces résultats obtenus
sont conformes a une activité et a une cinétiqgue coagulante réussie et adaptée a toute

transformation fromagére spécialisée dans la fabrication des pates molles stabilisées.

3. Cinétique de la protéolyse coagulante

La cinétique de la protéolyse coagulante donne parallélement une libération d’azote non
protéique NPN, soluble dans une solution d’acide trichloracétique TCA a une concentration
de 12%. Cette libération évolutive de la teneur en azote non protéique en fonction du temps

est donnée dans le tableau 05.
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Tableau 05 : Teneur en azote non protéique libéré.

Enzyme de fleur de chardon Enzyme commerciale
Répétition NPN (g/100ml) + % NPN / NT(*) NPN (g/100mi) + % NPN / NT (*)
Ecart type Ecart type
1 0,175 + 0,005 5,03 0,198 + 0,002 5,64
2 0,176 + 0,004 5,06 0,203 + 0,002 5,78
3 0,177 + 0,003 5,08 0,208 + 0,002 5,92
4 0,178 £ 0,002 5,11 0,208 £+ 0,002 5,94
5 0,179 + 0,001 5,14 0,209 + 0,001 5,98
Moyenne obtenue | 0,177 + 0,003 5,08 0,205 £ 0,005 5,84
Azote total NT 3,48 + 0,02 100,00 3,51+0,05 100,00

* Pas de différence significative (P>0,05)

L’analyse de la variance a éte faite pour pouvoir déterminer le temps a partir duquel la
différence devient non significative entre le nombre de répétition réalisé (05 répétitions).

La teneur en azote non protéique pour les deux enzymes et se situe a une moyenne
comprise entre 0,177 et 0,205. Apres la floculation la teneur en azote non protéique libéré
est la méme (pour les répétitions faites) a un temps de prise moyen compris entre 25 et 30
minutes pour les 02 enzymes sur un lait expérimental contrdlé en teneur protéique.

Le taux de NPN / NT pour la coagulation faite avec ’extrait d’enzyme de fleur de
chardon et la coagulation faite avec I’enzyme commerciale se stabilise a une moyenne
respective controlée de 5,08 a 5,84 ce qui confirme la maitrise des dilutions a I’obtention des
temps technologiques conformes a une coagulation enzymatique maitrisée et adaptée a une
transformation fromagére de type pate molle stabilisée.

La cinétique de la libération de 1’azote non protéique NPN pour les 02 types de

coagulation est représentée sur la figure qui suit :
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Figure 12 : Cinétique de la libération du NPN pour la coagulation avec I'enzyme de fleur
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Figure 13 : Cinétique de la libération du NPN pour une coagulation a base d’enzyme

commerciale

Les deux figures montrent deux cinétiques avec une allure identique. Les taux du NPN

libérés sont presque identiques pour les deux enzymes. La moyenne obtenue pour I’enzyme

de fleur de chardon est de 0,177 g/ 100 ml contre 0,205 g/100 ml pour I’enzyme

commerciale.

Les taux NPN obtenus sont conformes a la technologie fromagére de référence et

significative a cause de la maitrise des dilutions donnant les mémes aptitudes de coagulation

pour les 02 enzymes.

Dagleish et Corredig (2012), Kaur et al. (2024) et Xiuju et al. (2022) ont montré que la

libération d’azote non protéique (soluble dans une solution de TCA 12% ) par les enzymes
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d’origine végétale d une structure caséinique identique au lait maintenue a pH 6,3, était égale
a celle de la chymosine (enzyme animale) lors des premiéres 25 minutes du temps de
floculation. De plus, la libération de 1’azote dans le lactosérum a fin du temps de prise (estimé
a 2 fois le temps de floculation) était égale entre les deux types d’enzymes.

Notre étude a montré que la coagulation par I’enzyme de fleur de chardon présente les
mémes phases que la coagulation par ’enzyme commerciale. Méme si la floculation ne
donne pas le méme aspect des flocons primaires de coagulation avec la méme qualité du lait.

Les études de Gallacier et al. (2018) ont montré que les différences des aspects du lait a
la floculation sont dues essentiellement aux activiteés protéolytiques des enzymes qui sont
optimales a des pH qui se rapprochent de la neutralité (6,2 a 6,5) alors que les enzymes
commerciales (a dominance chymosine) tolérent des pH moyennement acide (5,2).

Cependant au temps de prise le gel obtenu est du méme aspect avec un taux de libération
d’azote non protéique presque identique a celui de la présure commerciale.

L’analyse statistique des résultats, realisée par le logiciel statistique MINITAB 19, a
donné des valeurs de signification supérieures a 5% avec une activité coagulante presque
similaire pour les 02 extraits enzymatiques avec 0,10 UAC/ml pour I’extrait enzymatique
des fleurs de chardon contre 0,13 UAC/ml pour I’enzyme commerciale. La cinétique de la
coagulation représentée par le pourcentage NPN/NT est aussi presque identique pour les 02
enzymes 5,08 % pour I’enzyme des fleurs de chardon contre 5,84 % pour I’enzyme
commerciale.

Les temps technologiques (temps de prise), de 1820 secondes pour ’enzyme de fleur
de chardon et de 1500 secondes pour ’enzyme commerciale, respectent la norme FIL fixée

entre 960 secondes a 1920 secondes pour obtenir un caillé fromager enzymatique conforme.
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Conclusion

L’ensemble des résultats aux quels a abouti notre étude constitue une premicre
évaluation de la caractérisation des étapes de la coagulation lors de la substitution de
I’enzyme commerciale par de une enzyme végétale de fleurs de chardon.

L’extraction de 1’enzyme végétale typique aux fleurs de chardon a permis de donner a
partir de 100 g de pétales de fleurs de chardon 75 ml d’extrait enzymatique, donnant un
temps de floculation moyen de 125 secondes, un temps de prise de 250 secondes et une
activité coagulante de 0,8 U.A.C/ml. Pour obtenir un temps technologique de floculation
compris entre 8 et 15 minutes 1’extrait obtenu doit étre dilué a raison de 0,5%

Les résultats ne décelent aucun inconvénient a substituer ’enzyme commerciale par
I’enzyme végétale typique aux fleurs de chardon pour une coagulation mixte a dominance
enzymatique.

Au contraire nous avons remarqué des aptitudes avantageuses a la coagulation avec la
maitrise des temps technologiques (de la floculation a la prise totale du coagulum).

La capacité de rétention du lactosérum est un autre avantage avec un taux d’hydratation
élevée des deux gels issus des deux activités enzymatiques. Cette capacité de rétention est
essentielle a la bonne maitrise des rendements fromagers escomptés.

La maitrise de la concentration enzymatique (dilution étudiée de I’extrait enzymatique)
de I’extrait enzymatique de fleur de chardon donne des cinétiques de coagulation controlées
avec de faibles déperditions d’azote non protéique NPN soluble dans le lactosérum

Cette étude mérite d’étre complétée par le suivi du comportement de cette enzyme
extraite au niveau de 1’affinage du fromage

En perspectives, il est intéressant de poursuivre cette étude par :

e La détermination du rendement et du colit de I’extraction de I’enzyme végétale typique

aux fleurs de chardon;

42



Conclusion

o La détermination des produits de la protéolyse par électrophorése lors des différentes
phases de la coagulation;

o La détermination des conditions optimales, de pH, de température pour obtenir les
meilleures caractéristiques du gel (fermeté, synérése ...);

e L’application a échelle industrielle de cette enzyme pour sa valorisation dans des

formulations fromageres.
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Annexe 1: Caractéristiques techniques de la présure

v J
Inprovid food & fealth

CHY-MAX® M

Le coagulant de premiere qualité sur le marché

Introduit en 2008, CHY-MAX®M a rapidement conquis les coeurs de nombreux
fabricants de fromage dans le monde en raison de sa supériorité. CHY-MAX®M offre aux

fabricants de fromage de nombreux avantages qui varient selon I'application.

Exemples d*avantages:

Rendement fromager accru et meilleur contréle du processus
Texture plus ferme pendant la durée de conservation
Absence d'amertume

Dosage réduit

Lactosérum de qualité supérieure

Empreinte CO> réduite

CHY-MAX® M est une chymosine (de force 1/125000 & 650 mg de chymosine /100 g
) de deuxiéme génération produite par fermentation (FPC) offrant une spécificité élevée de
coagulation du lait associée & une activité protéolytique réduite. CHY-MAX® M est proposé
dans plusieurs conditionnements et concentrations, sous forme liquide ou granulée. Pour un
rendement accru et un meilleur contréle du caillé, il est possible d'associer CHY-MAX® M

a YIELDMAX®,

50



Annexe 2: Caractéristiques techniques du lait écrémé en poudre

Caractéristiques techniques

Poudre de Lait Ecrémé Low Heat.

AGROPUR CANADA

2
OOO

agropur

Annexes

Poudre solide obtenue directement par ¢limination de I’eau du lait écrémé de la vache

non atteinte de maladies contagieuses ou de mammites par le procédé de concentration sous

vide et séchage spray.

Spécifications Physico-chimiques

Criteres

Exigences

Humidité

<4%

Matiere Grasse

0.15 % Maximum (m/m)

Matiere Protéique

34% Minimum sur 100 Grs
d’extrait sec dégraissé.

WPN index >1.51a6mg/g
Lactose 49- 54%
Minéraux 8% Maximum

Acidité (exprimée en % d’acide
lactique par 100 g de poudre)

0.15% Maximum

Lactates

<100 mg/ 100 g d’extrait sec

dégraisse.
Test de Ramsdell Minimum 1.8 ml
PH (Reconstitution a 10 %) 6.60-6.80

Stabilité Thermique (*)

> 12 minutes

Solubilité

> 99% minimum

Propreté ADPI

A/B

(*) Aucune floculation ou dépdt ne doit pas étre observé sur un lait reconstitué a 10% de

matiere seche soumis au test de bain d’huile a une température de 140 °C pendant au moins

12 minutes.
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Spécifications Microbiologiques

Annexes

Criteres Exigences

Germes aérobies a 30°C (CFU) Maximum 10 000
Coliformes totaux (par gr) 10
Germes anaérobies sulfito-réducteurs a 46°C | 05
Levures et Moisissures (CFU/gr) Absence
Escherichia coli (/gr) Absence
Salmonella Absence dans 30 grammes
Mycotoxines Absence
Spécifications Toxicologiques

Criteres Exigences
Antibiotiques Absence
Antiseptiques Absence
PCB < 100 nano grammes par gramme de matiere grasse
Dioxine 1 a 4 pico grammes par gramme de matiére grasse
Fer 10 ppm max
Cuivre 1.5 ppm max

Concentrations radioactives maximales

Source

Concentration radioactive

Américium 241

1 Becquerel / Kg

Plutonium 239

1 Becquerel / Kg

lode 131 67 Becquerels / Kg
Strontium 90 67 Becquerels / Kg
Césium 134 202 Becquerels / Kg
Césium 137 267 Becquerels / Kg

Spécifications Organoleptiques

Critéres Exigences
God(t et Odeur e Absence d’odeur étrangére et désagréable
e Odeur et godt Francs du Lait
Aspect e Homogene, sans grumeaux, ni points brulés ou colorés.
Couleur e Poudre blanche ou Iégérement créme de couleur homogene.
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