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Résumé

Ce travail est articulé autour de deux axes de recherche. Le premier concerne les
analyses physico-chimiques du lait et le second est la caractérisation des enzymes coagulantes
qui sont capables de succédes a la présure par la ficine a partir du latex du figuier. Nous avons
approché les temps technologiques de coagulation représentés par la floculation et la prise,
I’activité protéolytique a été controlée par la cinétique de la coagulation. Les résultats obtenus
ont montré la conformité des temps de floculation respectant la norme FIL entre 8 et 15
minutes pour la présure et de méme pour les enzymes extraites d’origine végétale (ficine) qui
ont donné des résultats presque similaires. L’enzyme extraite de figuier possede une activité
coagulante moyenne (UAC) égale a 1,33, et la présure égale 2,22. Les caillés fromagers
obtenus avec ces extraits d’enzymes présentent une activité coagulante proche a celle obtenue
par la présure commerciale, le rendement fromager est aussi relativement similaire.

Ces résultats préliminaires permettent d'envisager des essais semi-industriels par le
remplacement potentiel de la présure commerciale par cet extrait enzymatique (figuier) dans
la fabrication des fromages, tout en prenant en compte la caractérisation des parametres
technologiques adéquats afin d'obtenir le caillé.

Mots clés: coagulation du lait, ficine, présure commerciale, Caillé fromager, Lait

reconstitué.
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Abstract:

This work is articulated around two lines of research, the first concerns the physico-
chemical analyses of milk and the second is the Characterization of coagulant enzymes that
are capable of rennet substitute by the ficina from the latex of the fig tree. We approached the
technological times of coagulation represented by flocculation and uptake, proteolytic activity
was controlled by the kinetics of coagulation. The results obtained showed that the
flocculation times met the FIL standard between 8 and 15 minutes for rennet and also for
enzymes extracted from plants (ficin) which gave almost similar results. The extracted fig
enzyme has a mean coagulant activity (AUC) of 1.33 and rennet 2.22. Cheese curds obtained
with these enzyme extracts have a coagulant activity close to that obtained by commercial
rennet, the cheese yield is also relatively similar.

These preliminary results make it possible to envisage semi-industrial tests by the
potential replacement of commercial rennet by this enzymatic extract (fig tree) in the
manufacture of cheeses, while taking into account the characterization of the appropriate

technological parameters to obtain the curd.

Keywords: milk coagulation, ficina, commercial rennet, cheese curd, reconstituted milk.
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Introduction

Le lait, par ses grandes qualités nutritionnelles, a toujours été considéré comme un
produit noble. En effet, c’est un aliment indispensable dans les premiers mois de la vie et
fondamental dans la vie de I’homme. Son altération rapide par son instabilité biologique et
physico-chimique constitue un facteur limitant de son utilisation en 1’état. C’est dans ce
contexte que sont apparues pour garantir sa conservation et sa meilleure utilisation les

premiéres transformations fromageéres.

L'objectif principal de la fabrication de fromage a partir de lait était de conserver les
éléments essentiels du lait (Eck & Gillis, 2006). La coagulation, étape initiale de la
fabrication du fromage, est considérée comme le secret de toute préparation réussie. Il s'agit
de la création d'un gel a la suite de modifications physiques et chimiques des micelles de
caséine. Le coagulant le plus utilisé pour la coagulation du lait est la présure de veau (Eck &
Gillis, 2006).

Ces raisons ont fait que de nombreuses recherches ont été entreprises afin de trouver des
succédanés efficaces et compétitifs utilisables industriellement il faut tenir compte non
seulement de l'activité coagulante, mais aussi de son activité protéolytique non spécifique,
dans les conditions de pH et de température qui se présentent en fromagerie (Alais, 1984),
Parmi ces succédanés, les protéases d'origine végétale sont tres anciennement utilisées dans
des préparations traditionnelles telles que celles provenant de l'artichaut, du chardon et de
latex du figuier. D'autres enzymes ont été testées telles que les protéases d'origine fongique
synthétisées par diverses espéces. Il existe aussi des succédanés d'origine animale tels que les

pepsines bovines et les pepsines extraites des pro-ventricules des volailles (Siar, 2014).

Bien que notre pays dispose d’un potentiel de production en succédanés capables de
subvenir aux besoins en agents coagulants, I’Algérie reste dépendante des fournisseurs
étrangers en matiere d’approvisionnement et importe la quasi-totalité des quantités d’enzymes
nécessaires a 1’industrie fromagere. En 2011, environ 25 mille tonnes de fromages ont été
vendus dans le marché algérien. Selon 1’Office National des Statistique (O.N.S) I’industrie

fromagere algérienne a utilisé prés de 1,5 tonne de présure et ses substituts (Siar, 2014).

Le colt élevé des importations (plus de 102 millions de dollars) et la dépendance de
I'Algérie vis-a-vis des fournisseurs étrangers pour lI'approvisionnement de la présure et/ou de
ses alternatives. Nous avons été encouragés a mettre en évidence les sources locales pour la

production de facteurs de coagulation utilisables dans I'industrie fromagére, que nous avons

[1]
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I'intention de rechercher, a partir de ressources brutes d'origine locale, qui sont abordables,

facilement disponibles et peu appréciées dans notre pays (Siar, 2014).

Notre travail a pour objectif de ce travail est d’étudier la possibilité de substituer la

présure par la ficine extraite du latex de figuier comme agent coagulant du lait.
Notre étude s’articulera en quatre chapitres :

Le premier chapitre présente les enzymes coagulants
Le deuxieme chapitre présente la coagulation du lait

Le troisieme chapitre présente les diverses méthodes utilisées dans cette étude ;

YV V V VY

Le quatriéme chapitre est consacré aux différents résultats obtenus a partir des
parametres physicochimiques du lait ainsi que les résultats de coagulation par

les deux extraits enzymatiques.

Enfin, on termine par une conclusion de ce travail.

[2]
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CHAPITRE | LES ENZYMES COAGULANTS

1. Enzymes coagulantes

Les enzymes sont des catalyseurs biochimiques de nature protéique qui interviennent
dans toutes les réactions métaboliques énergétiquement possibles, qu’elles accélérent par
activation spécifique dans des conditions douces de tempeérature et de pH. Ce sont des outils
clés de la biotechnologie et de la bio-industrie. Un grand nombre d’enzymes protéolytiques,
qui ont la propriété de coaguler le lait, sont présentés dans le tableau 01 (Cuvellier, 1993).

2. Origine

A nos jours, I’évolution de la consommation mondiale de fromage a necessité le
développement de coagulants de plus en plus spécifiques, afin de répondre a des demandes
industrielles adaptées aux différents marchés, aux réglementations, a 1’amélioration des
qualités de tranchage, ainsi qu’au rendement fromager et a la qualité des lactosérums. Il existe
sur le marché quatre origines différentes de coagulants : animale, végétale, microbienne et la
plus récente issue de fermentation a partir de micro-organismes intégrant de I’ADN d’origine
animale (ROSET, 2019).

Les enzymes d’origine animale

Ce sont des protéases gastriques. Les plus employés sont la présure (constitué
principalement de chymosine et pepsine); bovine, porcine et de poulet. Ces protéases sont
formées a partir d’un précurseur (zymogene), forme inactive, secrété par la muqueuse
gastrique (Payne, 2009).

Enzymes d'origine microbienne

Les coagulants d” origine microbienne sont des enzymes protéolytiques produites pardes
micro-organismes capables d  induire la coagulation du lait de maniére similaire
auxcoagulants d” origine animale. Un grand nombre de champignons secrétent des protéases a
acide aspartique dans le milieu de culture. La fonction physiologique de ces enzymes estl
hydrolyse de protéines pour répondre aux besoins nutritionnels (Arab, Idres ,2021).

Les bactéries les plus utilisées sont Bacillus subtilis, Bacillus cereus et Bacillus
sphaericus (El- Bendary et al., 2007). Elles secretent des protéases, des amylases et des
saccharases.

Les enzymes fongiques les plus connues sont celles issues de Cryphonectriaparasitica

[3]
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(Trujillo et al.,, 2002; Kim et al.,2004), Endothiaparasitica ou moisissure parasite du
chataignier, Mucor miehei ou moisissure banale thermophile du sol ou Rhizomucormiehei
(Trujillo et al, 2002; Reps et al., 2006).

Enzymes d'origine vegétale

Les protéases d'origine végétale sont par ordre d'intérét en technologie laitiére : la
papaine extraite d'une plante équatoriale et tropicale (Caricapapaya), la broméline extraite de
I'ananas (Ananas comosus) et la ficine issue de la figue (Ficus glabrata) (Cuvellier, 1993).
La ficine w C’est une sulthydryl enzyme, extraite du latex de Ficus genus ou Ficus carica.
Comme la papaine, elle a un pouvoir coagulant important mais son utilisation est limitée par

son fort pouvoir protéolytique (Siar, 2014).

Tableau 01 : Origine de différentes enzymes utilisées pour coaguler le lait (Boughellout,
2007).

Origines Enzymes
Animaux Ruminants : -veau.............cccccovnee. CHYMOSINE+ Pepsine
-chevreau.................. CHYMOSINE + Pepsine
-agneau............coe.e..e. CHYMOSINE + Pepsine
-bovin......ccociiis PEPSINE+Chymosine
-adulte........coooenne. PEPSINE+Chymosine
Monogastrique : -porc..........c........ PEPSINE porcine
-poulet.................. PEPSINE de poulet
Végétaux FIgUier (SUC).....cccovveverenieieneenen, Ficine
Chardon-Artichaud (panicule).... Bromeline

Gaillet (caille lait) .........ccccovvenennnee.

Etc....
Microbienne Moisissure : -mucor miehei’......... Protéases de mm
- mucorpusillus......... Protéases de Mp
- cryphonectria.......... Protéases de Cp
Microbienne Moisissure: -aspergillus awamoris CHYMOSINE
(par clonage) Levures : -kluyveromyceslactis.... Bovines

Bactéries :-E. coli K12 ................. Issues ’OGM

[4]
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3. Présure et succédanés de présure
La présure

La dénomination « présure » est donnée a I’extrait coagulant provenant de caillettes de
jeunes ruminants (Bovins) abattus avant sevrage. De nos jours on [’utilise toujours en
technologie fromagere, principalement sous forme liquide ou en poudre. La présure est
constituée en majorité de chymosine, de pepsine et de trypsine en moindre quantité
(Berridge, 1955) sécrétées dans le quatriéme estomac des ruminants non sevrés. Ces enzymes
font partie de la famille des protéinases aspartiques car elles possedent deux réesidus
caractéristiques dans leur site actif. Chez I’animal, ces protéinases sont sécrétées sous la
forme de précurseurs, la prochymosine et le pepsinogene, dans le mucus stomacal pour but de
digérer le lait maternel (Luquet, 1985).

Les précurseurs sont appeleés zymogenes et possédent une région N-terminale qui va se
loger dans leur site actif, les zymogeénes sont ainsi auto-inactivés. Apres leur sécrétion, les
précurseurs sont activés suite a la perte d’une partie de leur région N-terminale. Cette réaction
d’activation est effectuée par les conditions acides rencontrées dans I’estomac suite a
différents changements conformationnels ainsi que des clivages inter et intra moléculaires [1].

La présure est constituée de deux enzymes bien distinctes la Chymaosine et la Pepsine.

ChymosineEC.3.4.23.4

La Chymosine est la protéase majeure responsable de I'activité coagulante totale. Elle
est sécrétée inactive sous forme de prochymosine dans la caillette sous I'action de l'acidité

sécrétée par cet organe, il y aura transformation en chymosine active (Abdellaoui, 2007).

Pepsine EC.3.4.23.1

La pepsine est sécrétée en proportions plus importantes apres sevrage, dés que la ration
alimentaire renferme des aliments solides et que le jeune animal commence a brouter, la
proportion de chymosine chute trés fortement, c'est pourquoi la présure a toujours €été extraite
de jeunes ruminants avant sevrage (Eck &Ghilis, 2006). A l'opposé de la chymosine, la
pepsine possede une activité proteolytique élevée et une faible activité coagulante, 20% de

I'activité coagulante est assurée par la pepsine dans la fabrication fromagére. La présure joue

[5]



CHAPITRE | LES ENZYMES COAGULANTS

un réle important sur les caractéristiques sensorielles des fromages produits (Eck &Ghilis,
2006).

Succedanés de présure

La forte demande de la présure par les industries fromageres et le prix relativement
élevé de ce coagulant ont conduit a I'approvisionnement de plus en plus difficile de la présure
traditionnelle. Par ailleurs, dans certains pays, pour des raisons philosophiques ou religieuses,
l'utilisation de la présure est interdite. A cet égard, des recherches ont été entreprises, ces
derniéres années, afin d'exploiter d'autres sources potentielles de coagulases capables de

remplacer la présure désignées sous le terme de succédanés de présure [1].

Succédanés d’origine animale
a. Pepsine porcine

La pepsine porcine est produite a partir de la muqueuse gastrique du porc. Elle est
formée de 321 résidus d’acides aminés. Les principaux inconvénients limitant son utilisation
comme agent coagulant de lait sont : la forte dépendance de son activité de pH. En effet, aux
valeurs de pH utilisée en fromagerie (pH 6,5 et T° = 30°C) la pepsine porcine est
partiellement inactivée et apres une heure elle perd 50 % de son activité ainsi que sa forte

activité protéolytique (Cuvellier, 1993).

b. Pepsine de poulet

Dans le tube digestif de poulet, la pepsine est sécrétée au niveau du proventricule qui est
située légérement a gauche dans la cavité abdominale entre le jabot et le gésier (Fig. 1). C’est
un ronflement fusiforme (de 3 cm de long en moyenne chez la poule) dont la mugueuse est
trés riche en glandes a mucus. La paroi interne, tres épaisse, est formée de lobules dont
chacun constitue une glande composée, disposée radialement a 1’axe de I’organe. Ces glandes
en tube ont des orifices formant des rangees de mamelons visibles a 1’ceil nu. Les alvéoles de
ces glandes sont bordées de cellules trés spécialisées secrétant a la fois de 1’acide

chlorhydrique et une proenzyme protéolytique : le pepsinogene (Adoui, 2014).

[6]
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A OEsophage

B Jabot

C Proventricule

D Gesler

E Pancréas

F Foie

G Vasicule biliaire
H Canal cholidoque
et hépatocystique

Figure 01: Appareil digestif du poulet (Alamareot, 1982).
Succédanés d’origine végetale

La coagulation du lait peut venir des pratiques que 1’on retrouve dans le monde entier,
par ’emploi, non pas d’acide lactique ou d’enzymes animales, mais d’extraits végétaux. De
trées nombreuse préparation coagulante sont issues du regne végétal (Eck et Gillis,
2006).L’Espagne et le Portugal ont la plus grande production de variété de fromages en
utilisant 1’extrait de Cynara (feuilles d'artichaut) comme agent coagulant. Ces extraits sont
utilisé dans la fabrication des fromages portugais Serra et Serpa et 1’Espagnol de Los
Pedroches. Dans les régions chaudes plusieurs plantes renferment des principes coagulants

telle que la ficine provenant du latex du figuier, la papaine issue de papayer et la bromelaine
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issu du I’ananas. Toutefois, la nature protéolytique excessive de la plupart des coagulants

végétaux a limité leur utilisation dans la fabrication des fromages en raison de rendement

fromagere réduit et des défauts de saveur et de texture (Eck et Gillis, 2006).

a-Genéralité sur le figuier

Le figuier dont le nom botanique Ficus carica L., est un arbre a feuilles caduques de la

famille des Moraceae qui comprend environ 1500 espéces classées en 52 genres dont le genre

est ficus (Siar, 2014). Du point de vue systématique, la classification botanique du figuier :

Regne : Végéta

Embranchement : Phanérogames
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous classe : Hamamélidées

Série : Apétales unisexuées

Ordre : Urticales

Famille : Moracées

Genre :Ficus

Espéce : Ficuscarica L

eSelon Vilmorin, (2003) rapporte qu’il est originaire d’Asie occidentale, d’Afrique du Nord

ou des Canaries. Selon Forest et al., (2003), il serait originaire d’Hawai. Selon Mawa et al.
(2013), il est originaire du Sud-ouest d'Asie et de la Méditerranée (Siar, 2014).

[8]
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Figure02: Arbre de figuier (Khelil et Taleb, 2017).

b. Aspect physiologique de figuier

Ficus carica possede une étonnante capacité de régénération végétative et de production
de fruit sans production de fleurs visibles. Le figuier posséde deux espéces les biféeres avec
deux production : figues de premiére récolte ou figues fleurs (El bakkor) et figues de
deuxieme récolte ou figues d'automne (karmouce) et les uniféres avec une seule production.
L'évolution des figues fleurs ne nécessite pas de pollinisation et se fait d'une maniere
parthénocarpique (Oukabli, 2003).

c. Le latex

Le latex est un liquide visqueux de couleur blanche, il est largement distribué dans la plante.
Ce matériel contient divers métabolites secondaires comme les composés phénoliques et des
protéines a savoir les protéases a cystéine. Le latex est constitué de caoutchouc, résine,
albumine, sucre et acide malique, enzymes protéolytiques, diastase, estérase, lipase, catalase

[9]
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et peroxydase. Traditionnellement, il est utilisé dans le traitement de la goutte, des ulceres et

des verrues. Il contient une enzyme protéolytique capable de coagulation de lait et de digérer
la caséine (Boulkara M et Brahimi A, 2018).

Figure3: Image représentative du liquide blanc du figuier (latex) (Boulkara M et Brahimi
A, 2018).

d. Caractéristiques de la ficine EC 3.4.22.3

La ficine est connu depuis bien d'années que le latex contient une activité protéolytique,
elle appartient a la famille des protéases a cystéine. Les informations disponibles indiquent
que la ficine a beaucoup de propriétés communes avec la papaine. Il s'agit d'une seule chaine
polypeptidique composée de 210 résidus d’acides aminés. Son site actif est constitué¢ de deux
acides aminés qui sont la cystéine et I’histidine. La ficine présente une grande stabilité
thermique. Sa température d’activité est comprise entre 67 et 77 C°. L'activité maximale de la

ficine est obtenue dans une gamme de pH de 5 a 8,5 (Siar, 2014).

e. Utilisation de la ficine

Les protéases végétales ont été employées depuis les périodes antiques. On indique que
le latex du figuier est utilisé pour la fabrication du fromage et comme un antihelminthique,
dans le secteur de la brasserie afin d'obtenir de bonnes propriétés colloidales a de basses
températures, ou dans le domaine pharmaceutique, la ficine est aussi utilisée pour

[10]
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I’attendrissement de la viande. Traditionnellement, dans les montagnes d’Algérie,

particulierement la Kabylie, le latex de figuier (ficine brute) est utilisé comme agent coagulant
pour la préparation d’un fromage connu sous le nom Agugli ou Iguissi selon la région (Siar,

2014)

[11]
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1. Mécanismes de la coagulation

Selon (Cecchinato et al., 2012), la coagulation du lait est le résultat d'une transition
irréversible d'un état liquide a un état semi-solide appelé gel ou coagulum. La capacité
d'égouttage, les qualités finales du fromage et les propriétés physico-chimiques de [I'état

geélifié en font I'étape la plus cruciale pour un fromage réussi (Hsieh et Pan, 2012).

2. Coagulation du lait
Définition La coagulation

Est la premiere étape de transformation du lait en fromage. Cette coagulation se traduit
par la formation d'un gel, résultant des modifications physico-chimiques intervenant au niveau
des micelles de caséine. Les mécanismes proposés dans la formation du coagulum différent
totalement suivant que ces modifications sont induites par acidification ou par action des

enzymes coagulantes [2].

Différents types de coagulation
Coagulation acide

En transformant biologiquement le lactose en acide lactique a l'aide de ferments
lactiques, ou chimiquement en transformant le lactose en acide lactique en ajoutant un agent
acidogéne (glucono- -lactone) ou en ajoutant des protéines sériques a pH acide, les caséines
sont précipitées a leur point isoélectrique (pHi = 4,6). Le gel obtenu par acidification présente
une grande friabilité mais une bonne perméabilité. Parce que le réseau n'est pas structuré, il a
tres peu d'élasticité, de flexibilité et de résistance aux traitements mécaniques (Abdellaoui,
2017).

Coagulation mixte

La coagulation mixte est réalisée par acidification du lait et adition des enzymes
coagulantes. En pratique cette méthode est utilisée pour la fabrication des fromages frais ou
fromages a pate molle (boughellout, 2007). Le coagulum obtenu présente des caracteres
intermédiaires entre ceux du gel lactique et présure. Il est caractérisé par une souplesse et une
élasticité moins grande, une fermeté et friabilité plus accentuées que celle du gel présure
(Jeantet et al., 2008).

[12]
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Coagulation enzymatique

La coagulation du lait par des enzymes protéolytiques est une des plus anciennes
opérations de transformation alimentaire. Un grand nombre d’enzymes protéolytiques
d’origine animale, végétale ou microbienne, présente la propriété de coaguler le complexe
caséinique(Kellil, 2015).La présure est I’enzyme coagulante la mieux connue et son
mécanisme d’action est bien établi. Le processus de coagulation est influencé par la
température, I’acidité et la teneur en calcium. La coagulation, provoquée par la présure (Fig.

04).

[' Caséine miceilaire
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Figure04:Phases de coagulation du lait et formation de réseau (Khelil et Taleb, 2017).

3. Etapes de coagulation
Phase primaire

La micelle est principalement constituée de caséine k avec son segment C-terminal
hydrophile libre qui s’étend dans la phase aqueuse du lait assurant la stabilité stérique et
agissant comme une barriére contre 1’association des micelles (Eck et Ghilis, 2006). Au cours
de la phase enzymatique (primaire), il y’a une attaque de I’enzyme sur la caséine-x
(composante qui stabilise la micelle) au niveau de la liaison PHE105-MET106. La chaine
peptidique se trouve ainsi coupée en deux segments, le segment 1-105 est la paracaséine-k

(Fig. 05) et le segment 106-169 qui est le caséinomacropeptide (CMP). La paracaséine-x liée
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aux caséines o et B reste intégrée a la micelle hydrophobe et le CMP contenant tous les
glucides est libéré dans le lactosérum, ce qui entraine une réduction de la charge négative et
leurs degrés d’hydratation (Lij et Daligleish, 2006).

Liaison hydrolysée

par la présure

Paracaséine k (1-105) —l

Pyro-Glu - Glu - Gln -~ Asn ....... His — Pro — His — Pro — His — Leu — Ser — Phe — Met —
105 106

Ala —Ile — Pro — Pro—Lys — Lys...... Thr — Ser — Thr — Ala — Val-OH

Caséinomacropeptide (106-169).

Figure05:Hydrolyse de la caséine x par la présure (Fox et al., 1994).
Phase secondaire

Cette phase commence dés que 85 % de la caséine-k est hydrolysée. Elle est dite phase
d’agglomération ou d’agrégation ou phase de coagulation proprement dit (Lucey, 2002).
Durant laquelle la libération du macropeptide de la caséine-k sous I’action de I’enzyme
entraine la réduction des répulsions électrostatiques entre les micelles de caséines
hydrolysées. L’élimination de ces macropeptides entraine également une réduction du
diametre hydrodynamique et une perte de la stabilité (Lucey, 2002). La nature des
interactions intervenant durant cette phase n’est pas encore bien connue. Toutefois, les ponts
calciques et les forces de Van der Waals ainsi que les interactions hydrophobes semble étre
impliquées (Schmidt, 1982). Les micelles déstabilisées s’agrégent en présence des ions de
calcium libres (Ca++). Au début, il ya une formation de chaines linaires de micelles qui
continuent de s’agréger pour former des amas. Ces derniers constituent le gel protéique qui se

sépare nettement de lactosérum (Lucey, 2002).

Phase tertiaire

Durant cette phase, les micelles agrégées subissent une profonde réorganisation par la
mise en place de liaisons phosphocalciques et peut étre de ponts disulfures entre les para

caséines(Vignola,2002).

[14]



CHAPITR II ; La coagulation du lait
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Figure06:Formation d’un caillé présure par action de la présure sur les caséines du lait
(Florian , 2012).

4. Facteurs influencant la coagulation du lait

La coagulation du lait et les propriétés physiques des coagulums sont susceptibles de
changer en fonction de diverses circonstances. Ces variables sont principalement liées a la

taille des micelles, a la teneur en calcium, a la teneur en caséine, a la température, au pH et a

la concentration en enzyme (Eck et Ghilis, 2006).
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Concentration en enzyme

Le temps de coagulation et la concentration en enzyme sont négativement liés.
Cependant, elle est proportionnelle au taux d'agrégation des micelles (phase physique) et au

taux d'hydrolyse de la -caséine (phase enzymatique) (Boughellout, 2007).

Température

La température optimale d’activité de la chymosine et de la pepsine est de 40-42 C°. A
cet intervalle de tempeérature, le temps de floculation est minimal, puis augmente aux
températures plus élevees et devient nul a 65 C° ou la présure est inactivée. On note que le
temps de raffermissement du gel diminue avec 1’élévation de la température (Boughellout,
2007).

pH

En passant de pH 6,7 a 5,6, la vitesse de coagulation est accrue. Ceci résulte d’un
accroissement de la vitesse d’hydrolyse et par suite une augmentation de la vitesse de
raffermissement du gel. La fermeté est significativement importante de pH 6,6 a pH 6,0 due a
une plus grande disponibilité du calcium ionise. Au-dessous de pH 6,0, la caséine se
déminéralise et la désagrégation de la structure micellaire est accentuée jusqu’a devenir totale

a pH 5,2 (Boughellout, 2007).

Teneur en calcium

La quantité et le type de calcium présent ont un impact significatif sur la réticulation du
gel lors de la coagulation du lait induite par la présure, qui implique des liaisons
phosphocalciques. Des temps de coagulation plus courts et une plus grande fermeté du gel
sont produits par I'ajout de CaCl2, ce qui augmente les quantités de calcium ionisé et de
calcium colloidal (Kellil, 2015).

Teneur en cas€ines

La vitesse d’hydrolyse enzymatique est proportionnelle a la teneur en protéines. Ainsi,
la vitesse d’agrégation et la fermeté des gels augmentent avec la teneur des caséines (Kellil,

2015).
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Dimension des micelles

La relation entre les dimensions des micelles et le temps de coagulation est

proportionnelle. Pour les micelles de faible diamétre, riches en caséine «, la vitesse

d’hydrolyse est plus rapide (Kellil, 2015).

Les effets des facteurs principaux qui influencent les parametres de coagulation sont résumés
a la (figureQ7)

Temps de prise Taux de raffermissement Fermeté du gel

- + -

[enzyme] _~ fenzyme] _~ fenzyme] _~
- + -
LT 35 s5 I 35 55 _ A
température {{C) _~ température (C} _~ température {C} _~
+ + -
temps gardé a 4°C _~ temps gardé a 4°C _~ temps gardé a 4a°C _~

\
/

5.0 6.0 7.0

- . ) e

N\

5.0 6.0 7.0 - |5.0 6.0 7.0
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g
)

_ = 0.01M _ =0,01M - =001M

= [CacCi;] _~ 5 [CaCl;] _~ =~ [CacCi;] _~

— | 1| — |
lcaséines] ~ [caséines] ~ [caséines] _~

-+ + -

diameétre des micelles ~ diameétre des micelles ~ diametre des micelles ~

Figure07:Facteurs influencant les paramétres de coagulation enzymatique du lait
(Khelil et Taleb, 2017).

5. Evaluation de la coagulation

Temps de coagulation

Le temps de coagulation correspondant au temps entre 1’addition d’enzyme coagulante

et le début de tranchage du gel (Eck et Ghilis, 2006).
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Temps de prise

Le temps de prise ou durée de prise est le temps qui s’écoule entre I’emprésurage et le

début de la floculation, c'est-a-dire, gélification apparente du lait (Mahaut et al., 2000).

Activité coagulante

L’activité coagulante est définie par 1’unité présure (UP). Selon Berridge (1955), cette
unité correspond & la quantité d’enzyme contenue dans 1 centimétre cube (cm®), qui peut

coaguler 10 centimetres cubes de substrat standard en 100 secondes a 30 C° (Alais, 1984).

Force coagulante

Les méthodes anciennes et les plus répandues ont été proposées par Soxhlet et
Berridge. L’unité Soxhlet correspond au nombre d’unité de poids ou de volume du lait qui
peuvent étre coagulés par une unité de poids ou de volume de préparation coagulante en 40
min et a 35 C° (Alais, 1984).
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Matériel et méthodes

1. Objectif de I’étude

L’objectif de ce travail est d’étudier la possibilité de substituer la présure par la ficine

extraite du latex de figuier comme agent coagulant du lait.

Pour atteindre cet objectif, nous avons procédé a comparer I’effet de la ficine a celui de

la présure, nous avons approché la cinétique de la protéolyse.

2. Lieu et durée du travail

Cette étude a été réalisée au Laboratoire de recherche des Sciences et Techniques de
Production Animales de Hassi-Mameche, Facultédes Sciences de la Nature et de la Vie, de
I’Université Abdelhamid IBN BADIS de Mostaganem.
Période expérimentale: du mois d’Avril2023au Mai 2023.
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Figure 08: Situation géographique de laboratoire de recherche LSTPA de 1’université
Abdelhamid IBN BADIS de Mostaganem (Google maps).
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3. Produits utilisés
Les échantillons de la ficine

Les échantillons de latex de figuier provenaient de la ferme expérimentale de
I'Université de Mostaganem a Mazagran.

La présure commerciale

Les échantillons de présure commerciale provenaient de la ferme expérimentale de
I'Université de Mostaganem a Mazagran.

Le lait

Le lait expérimental a été reconstitué a raison de 12% (p/v) a partir d’une poudre de lait
écréme moyenne chaleur enrichi en protéines récupérée de la filiale GIPLAIT « Laiterie de
Tlemcen ».

Pour amender 1’équilibre minéral, le lait a été enrichi avec du phosphate monocalcique
(0,01M) 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 de lait utilisée a été récupérée de la filiale GIPLAIT, Laiterie de Tlemcen, du
méme lot, de marque Spoldzielnia Mleczarska MLEKOVITAPOLOGNE, conservée a 1’abri

de la lumiére et de I’humidité.

FigureQ9 : Lait reconstitue.
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4. Techniques d’analyse
Caractérisation du lait reconstitué
Analyses physico-chimiques du lait
On a utilisé le LACTOSCAN pour mesurer quelque parametre physicochimique du lait

(sauf L acidité) :
: matiére grasse
: densité
: taux de cendre
: matiere séche

: protéine

- T »w O g M

: température

PH : potentiel hydrogene
FP : point de congélation
S’: taux de salinité

W : activité de I’eau

L : lactose

Hesu lts
F=88.24. $=18.05
D=38.82 P=63.13
C=85.81 H=09.61

FigurelO : Lactoscan.

[21]
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Détermination de I’acidité titrable
La mesure de ’acidité titrable est établie selon la norme F.I.L ISO 707.
Définition
La caséine, les minéraux et les acides organiques, les interactions avec les phosphates
secondaires, I'acide lactique et d'autres acides organiques produits par l'activité microbienne
font partie des composants du lait qui contribuent a son acidité (Bourahla, 2020).
Elle est déterminée par titrage de I’acide lactique.
Principe
Le titrage avec une solution alcaline et de la phénolphtaléine est utilisé pour mesurer
I'acidité du lait.
Réactifs
Hydroxyde de sodium, solution titrée a 0,1 mol/I.
Phénolphtaléine, solution alcoolique a 1 g pour 100 ml.
Mode opératoire
Introduction de 10 ml du lait reconstitué dans un bécher, ajout de 2 a 3 gouttes de
phénolphtaléine puis titration avec la soude (NaOH, 0,1N) jusqu’a apparition de la coloration
rose pale qui persistera pendant 10 secondes. Détermination du volume de NaOH utilisé pour

la neutralisation.
Expression des résultats

Pour exprimer les résultats, il faut tenir compte duc fait que 1 millilitre de la solution
titrée équivaut a 0,01 gramme d'acide lactique. La formule fournit Il'acidité titrable en

grammes d'acide lactique pour 100 g de matiére :

0,01 gxV x 100/2 =V/2

Ou

V: représente le volume en millilitres de solution sodique & 0,111 ml/I utilisé pour le titrage.
Pour une fiabilité de I’analyse on doit prendre la moyenne de deux déterminations.

Ce résultat est traduit en degré Dornic (°D) : 1°D = 0,1 grammes d’acide lactique dans 100gde
poudre de lait.

[22]
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Figure 11 : Mesure de 1’acidité Dornic.

[23]
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Caractérisation de I’extrait enzymatique

Les laits fromagers

Dans cet essai notre but est d’étudier les aptitudes a la coagulation du lait par des

enzymes extraites de figuier (la ficine) en le comparant avec la présure commerciale.
On a établi la démarche suivante

= On a réparti le lait dans 8 flacons transparents, chaque flacon contient 100 ml du lait, il a
été realisé des essais de différentes doses (de 0,75ml, de 1ml, de 1,25 ml et de 1.5 ml)
d’enzyme coagulante ficine et de la présure commerciale.

= Les enzymes coagulantes ont été ajoutées au lait a 35°C. Comme indiqué dans la (Figure

o=

0,75ml Iml 1,25ml 1,5ml
100ml 100ml 100ml 100ml
du lait du lait du lait du lait

Figure 12: Répartition du lait et ajout des différentes doses des extraits d’enzymes.

Figure 13 : Méthodologie de I'ajout des enzymes au lait.
[24]
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= Cette démarche a été établie pour I’ensemble des enzymes et dans les mémes
conditions.
= Un chronomeétre a été utilisé pour mesurer les temps technologiques de coagulation.
» Remarque : la méme chose pour les deux enzymes.

Détermination des temps de coagulation

L’activité coagulante est déterminée par la mesure du temps de floculation et du temps

de prise selon la méthode d’Alais, (1974) et actualisée par (Tanaka et al, 2001).

Détermination du temps de floculation

Le temps de floculation est I’intervalle de temps compris entre le moment de

I’emprésurage et I’apparition des premiers flocons de caséines visibles a 1’ceil nu (figure 14).

Figure 14 : Aspect de la détermination du temps de floculation.

[25]
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Détermination du temps de prise

Le temps de prise est le moment ou apparaissent les premiéres gouttelettes du
lactosérum (début de 1’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 géneralement 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 /OMS ,1999).

Figure 15 : Aspect de la détermination du temps de prise.
Activité coagulante

L’unité¢ d’activité coagulante U.A.C ou I’unité présure est défini par la quantité
d’enzyme contenu dans 1 ml qui peut coaguler 10 ml de lait (substrat standard d’Alais (1974):
12% p/vde lait écréme en poudre dissout dans une solution de CaCl2 0,01 M en 100 secondes
a 30°C.

UA.C=10.V/T.V’
Ou:
V : volume du lait

V’: Volume de I’extrait enzymatique

[26]
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T : temps de floculation
Un volume de 10 ml de lait est versé dans un tube a essai et porté a 30°C dans un bain marie.

Au temps zéro, 1 ml de la solution enzymatique est ajouté et le chronometre déclenché.
Le tube immergé est maintenu incliné, de telle sorte que le niveau de I’cau 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 homogéne. 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.

Force coagulante
L’activité coagulante peut étre également exprimée en force coagulante de Soxhlet.
Cette force coagulante définit le volume du lait coagulé par unité de volume de I’extrait
enzymatique ou d’une enzyme, en 40 minutes, a 35 °C et pH 6,4 du substrat (lait) (Benyahia,
2013).
La force coagulante est exprimée par la formule suivante :
2400. V

T.V’
F : Force de I’enzyme (Soxhlet) ;
V : Volume du lait ajusté (pH : 6,4, T° :35°C) ;
V’: Volume de la solution enzymatique ;
T: Temps de floculation du lait (en secondes) ;

Temps standard du test = 2400 secondes (40 min).

Mesure du pH des extraits enzymatiques

Le pH représente 1’acidité des extraits enzymatiques a un moment donné et nous
renseigne sur 1’état de 1’efficacité des enzymes, c’est une mesure de I’activité des ions H+dans

une solution dont le but est de déterminer quantitativement 1’acidité ou la basicité de celle-Ci.

[27]
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Mode opératoire
Le pH est déterminé directement en utilisant un pH-meétre électronique qui affiche la
valeur sur son écran apreés avoir plongé son électrode dans des béchers contenants les extraits

enzymatiques.

Figure 16 : pH-metre.

Détermination de ’extrait sec

La détermination de I’extrait sec total du lait est établie selon la norme F.I.LL ISO 707
L’extrait sec total correspond au poids du résidu restant apres dessiccation de 1’échantillon a
105°C dans dessiccateur infra-rouge (KERN MLS 50-3C).Le principe consiste a sécher 5¢
de caille du lait par infrarouge et a contrdler en continu le poids a 1’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 aprés évaporation compléte de 1’eau contenue

dans I’échantillon analysé.

[28]
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Figure 17 : Dessiccateur.

Cinétique de la protéolyse
Détermination de la teneur en azote total (protéines) et de I’azote non protéique NPN
La détermination de la teneur en azote total est effectuée par la méthode de Kjeldahl et
selon la norme FIL ISO 707.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.
Minéralisation

Une prise d’essai de 10 g de chaque échantillon du caillé du lait expérimental est pesée

dans un tube en verre appelé matras, ensuite ,5g de sulfate de potassium (K2S04), 0,5 g de

[29]
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sulfate de cuivre (CuSO4) 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.

Distillation et dosage de I’azote total

L’¢chantillon 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,
cederier est raccordé a ’appareil de distillation ou 60 ml (3x20ml) de I’hydroxyde de sodium
a30% sont ajoutés a I’échantillon. L’ammoniac produit (suite a I’ajout de la solution de
NaOH), est capt¢ avec 25 ml d’acide borique (H3BO3) qui vire du rose au vert.
L’ammoniaque contenu dans la solution d’acide borique est titrée avec une solution d’acide

sulfurique a 0,1Njusqu’a obtention de la couleur de départ de 1’acide borique (rose).

L’azote total de 1’échantillon est obtenu par la formule

4 )

(Cb-0,1) X N x 14 10

Azote total en % = X

Pe 1000
o J

Cb : Chute de la burette (ml).

N : Normalité de 1’acide sulfurique (solution de titration).
14 : Masse équivalente de I’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 trichloracétique (T.C.A) a une concentration finale de 12% suivi

d’une filtration.

[30]
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Figure 18 : Filtration du caillé obtenu.

[31]
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Conclusion

Notre étude est portée sur la contribution a la recherche des succédanés de présure
utilisables industriellement. Nous avons étudié la possibilité de substituer la présure par la
Ficine (d’origine végétale) et de tester la répétition dans le temps des tests d'aptitude

fromageére en utilisant pour la coagulation un lait reconstitué de qualité fromagére contrélée.

Notre stratégie comprenait deux étapes pour atteindre I'objectif de I'étude. Tout d'abord,
la régulation des propriétés physico-chimiques du lait de fromagerie reconstitué Afin
d'évaluer la viabilité de l'utilisation d'extraits enzymatiques d'origine animale et végétale
comme substitut de la présure commerciale, des caillés de fromagerie ont été fabriqués en

utilisant ces extraits comme coagulants

L’ensemble des résultats auxquels a abouti notre étude constitue une premiere
évaluation de la caractérisation des étapes de la coagulation lors de la substitution de la

présure par des enzymes extraites d’origine végétale.

L’activité coagulante sur le lait reconstitué¢ d’enzyme extraite en comparaison avec la
présure commerciale a montré quelques différences. En effet, unité d’activité coagulante de
de I’extrait de figuier 1,33 U.A.C pour un temps de floculation de 12,30min, de I’extrait. Cette
appréciation a été faite en comparaison avec la présure commerciale qui donne 2,22U.A.C
pour un temps de floculation 7,30min. Nous avons remarqué que le lait reconstitue se coagule
rapidement avec la présure commerciale Mais cela ne signifie pas qu'il y a un défaut dans le
remplacement la présure commercial avec I’extrait de figuier (Ficine) au contraire nous avons
observé des capacités bénéfiques de coagulation qui seront adaptées avec la maitrise des

temps technologiques.

En résumé, on peut dire que les résultats semblent intéressants, notamment au vu de la
possibilité de produire des extraits enzymatiques qui pourraient remplacer la présure
commerciale dans l'industrie fromagére en passant ces essais expérimentaux a I'échelle
industrielle. D'autant plus que ces extraits enzymatiques ont été fabriqués a partir de matiéres

premiéres inexplorées et facilement disponibles dans la région.

En perspectives, il serait intéressant d’apporter a ce présent travail d’autres recherches

plus complémentaires, notamment par:

» Ladétermination du type de fromage a adapter pour cette enzyme.

[39]



Conclusion

» L’utilisation des enzymes extraites soit d'origine animale ou végétale a grande
échelle en technologie fromagere et mener une étude comparative sur la qualité
des produits finis

» L’établissement d’une étude de faisabilité technico-économique de I’extraction

de ces enzymes coagulantes a valoriser en fromagerie

[40]
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Annexes

Annexe A : Produits et matériels utilisés

1. produit

= Eau distillée.

1.1 Réactifs chimiques

Tampons de pH (4,00 et 7,00).

Hydroxyde de sodium NaOH (0,1N et 3N).

Phénolphtaléine.

I’azide de sodium.

2. Matériels

Verreries

Ballon a fond plat.

Béchers (10ml- 100ml- 1000ml).
Pipettes graduées (10ml).
Micropipette.

Cones bleue.

Burette graduée (25ml).

Eprouvettes graduées (100 ml, 250ml 500ml).

Appareillages

Agitateur magnétique.
PH-métre.

Thermometre.

Bain marie (memmert).
Réfrigérateur (kiihlbox 2000).
Balance électrique (KERN).

Lactoscan (ultrasonic milk analyzer).

Dessiccateur (///ACIS).
Etuve (30°C et 35°C) (memmert).

Autres matériels
Bec Bensun.

Papier filtre.

Papier aluminium.
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= Barreau magnétique.

= Propipette.

Annexe B : L’extraction de la ficine

Est faite selon les étapes suivantes

Collecte des feuilles

e Séchage de feuille de figuier (10g) les deux variétés.
e Broyage légére a main dans ’azote liquide.

e Lapesé de la masse dans un tampon (la masse x10).
e Agitation léger.

e L’ajout de triton X (1%).

e Agitation léger.

e Macération pendant 24h.

e Filtration a gaze.

e Centrifugation 5000 tours / min pendant 10 minutes.

e Récupération du surnagent.






