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Résumeé :

L’objectif du présent travail est de suivre le pouvoir coagulant sur le lait reconstitué de
certaines enzymes extraites coagulantes soit de plantes cultivées en Algérie, particulierement

le figuier (Ficus carica L), I’artichaut (Cynara scotymus), soit celle d’origine animale extraite

a partir de pro- ventricules de poulet (Gallus gallus).et par des essais expérimentaux apprecier
la possibilité de leur utilisation comme succédanés de la présure commerciale importée. La
répétition des essais de coagulation de ces enzymes extraites sur le lait reconstitué nous a
permis de confirmer leur aptitude technologique pour leur adaptation a la transformation
fromagére par une coagulation normalisée et 1’obtention du rendement fromager escompté.
Les résultats obtenus ont montré la conformité des temps de floculation respectant la norme
FIL entre 8 et 15 minutes pour ’enzyme extraite de poulet, et de méme pour les enzymes
extraites d’origine végétale qui ont donné des résultats presque similaires. L’enzyme extraite
du poulet possede une activité coagulante moyenne (UAC mL-1) égale a 0,85, I’enzyme
extraite de figuier 0,42 U.A.C/ml et celle de I’artichaut 0,63 U.A.C/ml. 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 nous permettent d’envisager des essais semi-industriels par la
possibilité de substitution de la présure commerciale par ces extraits enzymatiques soit de
poulet, soit de figuier soit d’artichaut dans la fabrication des fromages, tout en envisageant la
caractérisation des parametres technologiques appropriés afin d’obtenir les caillés fromagers

normalisés avec un meilleur rendement fromager.

Mots clés: Activité coagulante, Caillé fromager, enzymes extraites, Lait reconstitué,

Rendement fromager.
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Abstract:

The objective of this work is to monitor the coagulant power on reconstituted milk of
some enzymes extracted coagulant either plants grown in Algeria, particularly the fig tree
(Ficus carica L), the artichoke (Cynara scotymus), or that of animal origin extracted from
pro-ventricles of chicken (Gallus gallus).and by experimental trials to assess the possibility of
their use as substitutes for imported commercial rennet. The repetition of coagulation tests of
these enzymes extracted on reconstituted milk allowed us to confirm their technological
aptitude for their adaptation to cheese processing by a standardized coagulation and obtaining
the expected cheese yield. The results obtained showed the conformity of the flocculation
times respecting the IDF standard between 8 and 15 minutes for the enzyme extracted from
chicken, and similarly for the enzymes extracted from vegetable origin which gave almost
similar results. The enzyme extracted from chicken has an average coagulant activity (UAC
mL-1) equal to 0.85, the enzyme extracted from fig 0.42 U.A.C/ml and that of artichoke 0.63
U.A.C/ml. The cheese curds obtained with these enzyme extracts show a coagulant activity
close to that obtained by the commercial rennet, the cheese yield is also relatively similar.
These preliminary results allow us to consider semi-industrial trials by the possibility of
substitution of commercial rennet by these enzyme extracts either from chicken, fig or
artichoke in the manufacture of cheeses, while considering the characterization of appropriate
technological parameters in order to obtain standardized cheese curds with a better cheese

yield.

Key words: Coagulant activity, Cheese curd, extracted enzymes, reconstituted milk, cheese

yield.
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ITRODUCTION

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 ’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 fromageres.

Aujourd’hui, Selon I’organisation mondiale de [I’alimentation (F.A.O.), 40% du
lait fabriqué dans le monde est transformé en fromage. L’intérét majeur de la
transformation du lait en fromage était de conserver les principaux constituants du lait. De
nos jours, il s’agit plutdét d’un aliment, possédant des qualités nutritionnelles indéniables
(Fredot, 2005).

Les fromages constituent une forme ancestrale de conservation des protéines, de la matiére
grasse ainsi que d’une partie du calcium et du phosphore, dont les qualités nutritionnelles et
organoleptiques sont appréciées par I’homme dans presque toutes les régions du globe
(Mahaut et al., 2000).

La coagulation du lait est I’étape clé de la réussite des préparations fromageres, il
apporte des modifications physico-chimiques intervenant sur les micelles de caséines, d’ou la
formation d’un gel qui differe selon la nature de l'agent coagulant et le type du
fromage (Muehlhoff, Bennett et al., 2013; Dahou et al., 2021).

Concernant les agents coagulants, la quantit¢ de preésure de veau disponible est
devenue insuffisante du fait de I’augmentation de la production mondiale de fromage :le
besoin de coagulants de remplacement s’est fait sentir des le début des années 1990.
De nombreux substituts d’origine variable (animale, végétale, ou microbienne) ont été
proposes (Ernesrom, 1997).

Pour cela, la recherche et I'étude des succédanés susceptibles de remplacer la présure
en fromagerie, ont été fortement stimulées. Pour le choix des succédanés de la présure, il
faut tenir compte non seulement de lactivité coagulante, mais aussi de son activité
protéolytique non spécifique, dans les conditions de pH et de température qui se présentent
en fromagerie (Alais, 1984), et également doivent aussi répondre a trois critéres
principaux, a savoir, I’absence de la toxicité ; l’obtention d’un produit fromager
comparable a ceux de la présure animale et avec un prix de revient moins élevé a celui
de la présure.

Ces raisons ont fait que de nombreuses recherches ont été entreprises afin de
trouver des succédanés efficaces et compétitifs utilisables industriellement. 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 especes. Il existe aussi des succédanés d'origine
animale tels que les pepsines bovines et les pepsines extraites des pro-ventricules des
volailles (Siar, 2014).

12



ITRODUCTION

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

Le cott élevé d’importation (plus de 102 millions de Dollars) ainsi que la dépendance
de I’Algérie vis-a-vis des fournisseurs étrangers en matiére d’approvisionnement en présure
et/ou ses succédanés, nous ont encouragés a mettre en valeur des sources locales pour la
production d’agents coagulants utilisables en industrie fromagére. Ces succédanés que nous
envisageons d’étudier peuvent étre obtenus a partir de matieres premiéres locales
disponibles et avec des prix convenables et qui ne sont pas valorisés dans notre pays
(Siar, 2014).

Notre travail a pour objectif la possibilité de substituer les extraits enzymatiques obtenus
a partir de pro ventricules de poulet, de figuier et d’artichaut a la présure commerciale, et leur
efficacité coagulante sur le lait reconstitué. Ce travail est divisé en deux parties : La premiére
partie comporte une synthése bibliographique et la deuxiéme une partie pratique.

¢ La premiére partie qui résume 1’étude de technologie des fromages, et également les
enzymes coagulantes de divers d’origine (Animale, végétale et microbienne).

% Une deuxiéme partie exposant le matériel et les méthodes mis en ceuvre dans le cadre
de ce travail, les analyses réalisées permettent d’apprécier 1’aptitude fromagére des
extraits d’enzymes dans un lait reconstitué normalis¢ a la transformation fromagére.
Enfin les résultats obtenus sont discutés et interprétés par une comparaison aux nomes
de fabrication fromageére.

L’étude est finalisée par une conclusion genérale est des perspectives pour compléter
la présente étude.
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Chapitre | Technologie des fromages

1. Technologie fromagere

Le fromage est le véritable moyen de préservation des principaux composants de lait. A
I’échelle mondiale, il existe plus de 1000 variétés de fromage produites grace a la fois de la
récupération des matiéres seches et de I’élimination de 1’eau a partir du lait (Irlinger and
Mounier 2009). Le fromage est un systéme biochimique complexe et variable qui s’explique
comme un gel de protéines concentrés englobant de la graisse et de 'humidité. La fabrication
du fromage implique une gélification de la protéine du lait, une formation d’un caillé aprés
déshydratation du gel et un traitement du caillé obtenu (par exemple: agitation a sec,
cheddarisation, salage, moulage...etc). Le caillé moulé obtenu peut étre consommé frais (peu
de temps aprés sa fabrication) et sa qualité est fortement liée a la composition du caillé. Cette
derniere dépend particulierement de la charge microbienne, la richesse en caséine et la qualité
chimique et organoleptique du lait utilisé. Le caillé obtenu peut également étre affiné pendant
une période allant de 2 semaines a 2 ans pour donner un fromage affiné avec la saveur, la
texture et la fonctionnalité appropriée (Law and Tamime 2010).

2. Methode générale de fabrication du fromage

Selon Brule et al., (1997), la transformation du lait en fromage comporte quatre étapes
principales, ces dernieres peuvent étre précedé par une opération de standardisation du
lait, qui comprend I’ajustement du pH d’emprésurage pour faciliter la coagulation du lait,
I’ajout de minéraux, la réduction de la teneur en lactose, I’ajustement de la teneur en maticre
grasse et ou en protéines (Vignola, 2002), parce que les laits n’ont pas la méme aptitude a
la transformation fromageres, ils présentent un certain nombre de caracteristiques
différentes qui conditionnent leur aptitude a la destabilisation, nécessaire pour passer de
I’état liquide de a I’état solide (Jeant et al., 2006).

La transformation du lait en fromage comporte en générale quatre étapes (Brule et al., 1997).
La coagulation: modification physico-chimique entrainant la formation d'un gel sous l'action
d'acide lactique et/ou enzymes.

L'eégouttage: séparation d'une partie de lactosérum qui conduit a l'obtention du caillé.
Le salage: par incorporation du sel sur le caillé de fromage.

L'affinage: est la transformation biochimique des constituants du caillé sous I’action
d’enzymes, pour la plupart d’origine microbienne (Eck, 1987). A I’exception des fromages
frais, tous les autres types de fromages subissent une maturation biologique plus ou
moins prononcée, destinée a développer leur saveur, tout en modifiant leur aspect,
texture et leur consistance.

Coagulation du lait

La coagulation du lait correspond a une modification d’état physique irréversible des
micelles de caséines. Celle-ci entraine un passage du lait de I’état liquide a I’état semi-solide
apres formation d’un réseau protéique tridimensionnel appelé coagulum ou gel (Eck and
Gillis 1997). La gélification de la protéine du lait peut étre effectuée par: hydrolyse de la
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caséine du lait (représente environ 75% de la production en fromage) par le biais des
protéinases acides en particulier la présure (chymosine, pepsine) au niveau de la liaison
peptidique phényalanine105-méthioninel06; acidification du lait (représente moins de 30%de
la production en fromage) a 1’aide d’addition de ferments ou d’acides de qualité alimentaire a
une température qui varie entre 20 et 40°C jusqu’a atteindre un pH proche du pH isoélectrique
de la caséine, c’est-a-dire 4.6; ou une combinaison acide-thermique (par exemple, chauffage

du lait a un pH de 5.6 a une température de 90°C) (Law and Tamime 2010).
Premiére voie: coagulation par voie enzymatique

La coagulation par voie enzymatique du lait s’effectue par ’hydrolyse des caséines par
le biais des enzymes protéolytiques d’origine animale (veau, porc, poulet), végétale (artichaut,
chardon, graines de citrouille) et microbienne (enzymes extraits de certains champignons,
comme: Mucorpusills, Endothia parasitica), ayant la propriété de coaguler le lait. L’enzyme
animale la plus utilisée en fromagerie est la présure, provenant du sac gastrique (la caillette)
des jeunes ruminants non sevrés (Eck and Gillis 1997). Cette enzyme est constituée de la
pepsine (représente 20%) et de la chymosine (représente 80%). Son mécanisme d’action
comporte trois phases: L‘hydrolyse de la caséine kappa au niveau de la liaison peptidique
phénylalanine105-méthioninel06 et libération de la para-caséine et caseino-macropeptide
(CMP) dans le serum du lait; La coagulation proprement dite et formation d’agrégats de
paraffine, due a I’augmentation des forces d’attraction des micelles de para-caséine
(agrégation des micelles)et a la perte du CMP dans le sérum; La réorganisation des liaisons
entre les para-caséines des micelles de caséines et formation du coagulum (Brulé et al.1997).
Le calcium joue un rdle trés important dans I’agrégation des micelles de caséines en gel dont
la caseine calcique constitue le principal agent induisant a cette agrégation. Néants moins, sa
contribution exacte a la coagulation ne soit pas claire (Brulé et al., 1997). Le gel obtenu de la
coagulation par voie enzymatique est élastique, souple, peu friable, fortement imperméable et
contractile avec un raffermissement important et rapide par rapport au gel lactique (Aissaoui-
Zitoun, 2014).

Deuxieme voie: coagulation par voie acide

L’acidification du lait conduit a une précipitation des caséines du lait a leurs points
isoélectriques par action des produits de fermentation de bactéries acidifiantes (processus
progressif) ou par des composés chimiques d’action acidifiante soit directe(acide lactique)ou

indirecte(protéines sériques a pH acide) (Brulé et al., 1997). L’acidification aboutit a une
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diminution du pH du lait. La réduction du pH a environ 5.2-5.4 provoque une solubilisation

de ’agent cémentant des micelles (phosphate de calcium colloidal chargé positivement) avec
diminution des charges négatives. Par contre, une réduction supplémentaire du pH a environ
5.2-4.6 provoque une désorganisation des micelles suivies d’une réorganisation des sous

unités micellaires (Law and Tamime 2010). L’acidification biologique est un mécanisme

progressif, lent et uniforme. Elle est due grace a I’aptitude des bactéries lactiques a produire
de l’acide lactique a partir du lactose. Le gel acide ainsi formé est friable, lisse, homogeéne,
perméable, peu contractile et occupe entierement le volume initial du lait. Cependant,
I’acidification rapide par ajout d’acide organique ou minéral provoque la formation d’un

précipité plus au moins granuleux dispersé dans lactosérum (Eck and Gillis 1997).
Troisieme voie: coagulation mixte

La coagulation résulte le plus souvent, d’une action conjuguée de 1’acidification et des
enzymes protéolytiques. Les gels formés par cette coagulation mixte possedent des
caractéristiques intermédiaires entre celles du gel obtenu par voie acide et celle du gel obtenu

par voie enzymatique (Brulé et al., 1997).
Egouttage :

L’égouttage est un phénomene dynamique qui se caractérise par une déshydratation
partielle (élimination du lactosérum) et durcissement du gel. Ce qui conduit a I’obtention d’un
caillé correspondant au fromage formé et avec une teneur en matiere seche plus ou moins
élevée (Brulé et al., 1997). Ce phénomene dépend des facteurs directs (il s’agit des
traitements mécaniques et thermiques), des facteurs indirects (il s’agit de la coagulation
enzymatique et/ou de I’acidification) et des facteurs liés a la matiere premiere (richesse en
caseines, en protéines solubles et en matiere grasse) (Ramet, 1985). L’élimination rapide du
lactosérum consiste a couper le gel en morceaux (particules de caillé), le brasser, le presser
et/oule cuire (améliore 1’égouttage dans certains variétés). Et plus rapidement, elle peut étre
atteinte par centrifugation ou ultrafiltration. Par contre, 1’élimination lente du lactosérum
consiste une filtration du gel dans des sacs a fromage (Law and Tamime 2010). Le gel
obtenu par voie enzymatique (gel imperméable avec égouttage par voie mécanique)
possede des propriétés rhéologiques opposees a celles du gel obtenu par voie acide (gel

trés friable avec égouttage spontané) (Veisseyre 1975).
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Salage :

Le salage est une opération indispensable dans la plupart des fromages (les
fromages affinés) qui consiste a enrichir le fromage en chlorure de sodium. Par action sur

I’activité de I’eau, le salage conserve le fromage, améliore 1’arome et accélére le mécanisme

du séchage (Bendimerad 2013). Le salage exerce un effet inhibiteur sur Dactivité des
enzymes et joue un r6le tres important dans le mécanisme d’affinage. Plusieurs
techniques sont envisagés, saupoudrage du sel en surface ou dans la masse du gel ou
par saumurage (Eck and Gillis 1997).

Affinage :

Le processus du vieillissement des fromages consiste a les maintenir dans des
cuves spéciales parfois appelées «haloirs», ventilées ou non, dans des conditions spécifiques
de température et d’humidité pendant des durées variantes de 2 a 4 semaines pour les
fromages a pate molle et jusqu’a 2 ans pour certains fromages a pate dure (Law and
Tamime 2010; Bendimerad 2013). Ce processus impliqgue une cascade complexe
d'événements biologiques et biochimiques qui s’effectuent  simultanément ou
successivement aboutissant a la transformation du caillé de fromage frais en un fromage
affiné caractérisé de qualité souhaitée (développement de ’odeur approprié, la texture et les

propriétés physiques du fromage) (Law and Tamime 2010; Othman 2011).

L’affinage est la transformation biochimique complexe des composants du caillé sous
I’action des agents d’affinage, soient les enzymes. Elles ont trois origines différentes:
les enzymes de coagulation (présure avec un effet protéolytique ou protéases
microbiennes); les enzymes indigénes du lait (microflore du lait particulierement: la
plasmine, la cathepsine D et lipoprotéine lipase) et les enzymes des micro-organismes
intervenant au moment de I’affinage (provenant des ferments lactiques ou des ferments
secondaires) (Fox and Kelly 2006). Les principales modifications physicochimiques sont:
La glycolyse qui consiste a converser le lactose en acide lactiqgue par le biais des
cultures starters et le catabolisme des acides lactiques et du citrate en  dautres
composés sous I’action des cultures de démarrage secondaires; La protéolyse qui consiste a
hydrolyser les caséines en peptides par le biais des endopeptidases (protéinases)et la
transformation des lipides libérés en acides aminés sous I’action des exopeptidases
(peptidases); La lipolyse qui consiste a hydrolyser les triacylglycérols, di-et

monoacylglycérols en acides gras libres par le biais des lipases et des estérases provenant
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de diverses sources(a partir du lait natif et / ou des cultures secondaires ajoutées (Choisy et

al., 1997;McSweeney and Fox, 2004).

3. Classification des fromages :

La classification des fromages sera détaillée selon le type de caillé (lactique ou Présure et
mixte). 1l existe différents types de caillés : le caillé lactique, le caillé enzymatique et le caillé
mixte. Le caillé lactique est obtenu grace a une fermentation prolongée du lactose par des
bactéries lactiques, ou par I’ajout d’agent acidogene dans le cas de procédés plus industriels
(ex. : glucono-6-lactone) (Mietton et al., 2018). Ce type de fromage contient également une
faible quantité de présure (1-2 ml/ 100L de lait) (Mietton et al., 2018). Le caillé enzymatique
est obtenue I’hydrolyse des cas€ines par des enzymes protéolytiques de diverses origines.
certaines sont d’origine animale comme la présure (composée de 80% de chymosine et 20%
de pepsine), d’autres sont d’origine végétale, ou microbienne (Bendimerad, 2013). Le
caillé mixte a tendance présure résulte d’un procédé au cours duquel les voies lactiques et
enzymatiques sont utilisées en paralléle. (Desmasures, 2014).
On peut classer les fromages en 3 catégories differentes (tableaul):
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Tableau 1 : Différentes types de fromages et leurs caractéristiques (Mietton et al., 2018).

;I;gprﬁagi Fromage de type lactique g:gsmu?ge de type Fromage de type mixte
-Obtenus essentiellement | -Obtenus -Obtenus par coagulation
par coagulation | essentiellement par | chimique et par coagulation
biologique appelé aussi | coagulation  chimique | biologique.
coagulation lactique ou | appelé aussi coagulation | -Ils sont obtenu par les deux
coagulation par | par I'action des enzymes | méthodes de  maniére
acidification. (la présure). équivalente.

© -Ce sont des fromages a | -Ce sont des fromages a | -Ce sont des fromages a

g pate fraiche. pate pressee, a pate | pate molle.

2 -ils sont fabriqués a une | ferme cuite et a pate|-lls sont fabriqués a une

2 température qui va de 16 | ferme non cuite. température de 28 a 37°c.

g a23°C. -ils sont fabriqués a une | -Ce type de fromage

O -Ce type de fromage |température qui va de | demande pour sa fabrication
demande pour ca | 34 a40°C. 15 a 25 ml de présure pour
fabrication 3 a 10ml de | -Ce type de fromage | 100 I de lait.
présure pour 1001 de lait. | demande pour  sa

fabrication 25 a 35 ml
de présure pour 1001 de
lait.
Fromage a pate fraiche : | Fromage a pate pressée | Fromage a pate molle :
-Petit suisses ; -Camembert
-Fromage demi-sel -Saint-Nectaire -Brie
-Chabichou -Tome de Savoie -Carré de l'est
-Mothais sur feuille -Saint-Paulin -Bleu
-Rocamadour -Port-Salut -Roquefort
a -Picodons -Reblochon -Munster
EQ Fromage a pate ferme | -Pont-I'évéque
o non cuite : -Maroille
L -Cantal -Livarot
-Laguiole

Fromage a pate ferme
cuite :

-Comté

-Emmenthal
-Beaufort
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Fromage frais

Le fromage frais est un fromage qui peut étre consommé directement apres sa
fabrication, c’est le seul fromage qui n’est pas affiné juste peu égoutté (Jaime le fromage.ch,
2019). Ce fromage subit une coagulation des protéines du lait sous I’effet des ferments
lactiques, le caillage du lait est obtenue aprés I’ajout des ferments et de présure, puis
égouttage léger pour obtenir a la fin une pate fraiche consistance plus ferme, il présente un
taux d’humidité tres élevé de70 a80%, la pate fraiche a une couleur blanche, une texture
molle lisse crémeuse et granuleuse, elle peut étre mélanger avec d’autre ardbmes et ingrédients
comme les herbes fines et les fruits. La durée de 18conservation de ce type de fromage est

trés courte, entre une semaine a une quinzaine de jours (Chamba et Irlinger, 2004).

e R & R B
s mBOO8Ss

Figure 1 : Fromage a pate fraiche (Syndifrais, 2011).
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Fabrication du fromage frais

Les fromages frais sont des fromages non affinés. Leur fabrication comprend trois
étapes essentielles, a savoir, la pasteurisation du lait, le caillage et 1’égouttage spontané
(Syndifrais, 2011).

1. Pasteurisation du lait : La pasteurisation du lait pendant quelques minutes permette

notamment de détruire les germes pathogenes.

2. Caillage : C’est la coagulation du lait tiéde en présence de ferments lactiques et d’une
enzyme de coagulation (exemple : présure).

3. Egouttage spontané (ou accéléré par centrifugation)

L’égouttage spontané (ou accéléré par centrifugation) permet de séparer le caillé du
lactosérum (petit lait). On peut également concentrer le lait préalablement a la fermentation en
éliminant partiellement la partie aqueuse (par ultra filtration par exemple). Les fromages frais
sont en général peu égouttés. Le caillé est ensuite mis en pots (fromages frais de type
"faisselle™). 1l peut aussi étre battu (fromages blancs lisses) et éventuellement additionné de
creme ou d'autres ingrédients (sucre, fruits...), salé ou aromatisé. Tous les fromages frais sont
immédiatement réfrigérés et stockés en chambre froide. Les modalités de stockage et de
conservation (duréee et température) sont bien encadrées (la température doit toujours se situer
entre 0° et 6°C et la date limite de consommation est courte pour que le produit garde toute sa

fraicheur).

Fromage a pate molle

C’est un fromage affiné avec une péate ni cuite ni pressée, fabriqué a partir du
lait de vache, de chevre, de brebis ou de lait pasteurisé, il a une texture crémeuse et
onctueuse, sa teneur en eau est supérieure a 67 % apres élimination des matieres
grasses (Codex Stan A-6-1978, révisé 1-1999, amendé, 2001)

19Dans cette catégorie, on distingue: les fromages pate molle a crodte fleurie, et les fromages

pate molle a cro(te lavée.
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Figure 2 : Fromage a pate molle (Syndifrais, 2011)..
Fromages de pate molle a croGte fleurie

Ces fromages se caractérisent par une crol(te blanche recouverte d’un duvet de
moisissure blanc qui se développe pendant I’affinage ce qui leur donne le nom de crofte
fleurie il a une pate souple, onctueuse et fondante (Pradal 2012), I'aspect de la crodte est du
a la présence d'un champignon (penicillium) pulvérisé a la surface apres salage et égouttage

(ex: camembert, brie).

Fromages de pate molle a crolte lavée

la surface des fromages a crolte lavée est généralement traitée par une culture
bactérienne spécial (Bactériumlinens), le mode de fabrication des fromages a crodte lavée est
le méme que celle pour les fromages a crodte fleurie, sauf que la surface de ce fromage est
lavée en saumure légere et brossée a plusieurs reprises afin d'éliminer les moisissures qui se
forment, le fromage est lavée pour étre plus humide, plus souple; permettant la
croissance d'un type particulier de bactéries qui donnent la couleur de la crolte typique
rouge—brun, en maintenant une humidité superficielle. Ce fromage s’affine a une température
de 10 a15°C et a une humidité pres de 90% (St-Gelais. Tirard-Collet., 2002).
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Fromage a pate pressée

Le fromage a pate pressée c’est un fromage qui a subi une pression mécanique sur le
caillé et qui a un effet direct sur la structure, plus cette pression est forte plus le taux de
lactosérum éliminé est important et la pate fromagére est plus dure. Ce fromage a une pate
compacte qui contient un peu moins d’eau que les fromages frais, mais contenant plus de
sels minéraux dont les sels de calcium. Dans ces types de fromage on a: les fromages a
pate pressée non cuite et les fromages a pate pressée cuite. (Parente et Cogan, 2004; Yildiz,
2010).

Fromages a pate pressée cuite

C’est un fromage avec une pate qui contient 40% d’humidité, le caillé de ce fromage
est chauffé a plus de 45°C pour éliminer le maximum de lactosérum, puis il est affiné plus
de 6 mois a unan (Nouari et Bouziani, 2018).

Figure 3 : Fromage a pate presse cuite (Syndifrais, 2011)..

Fromages a pate pressée non cuite

Ce sont des fromages a pate ferme (comme le saint-paulin), ne contiennent que 45%
d’humidité, ils ont une durée d’affinage un peu plus longue, et se conservent plus longtemps
que les autres fromages. Il y a aussi des fromages a pate pressée non cuite demi ferme
(comme le cheddar) qui contient40 a 60% d’humidité et qui subit une période d’affinage de 6

semaines a plus d “un an. (Nouari et Bouziani, 2018)
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Chapitre I1 Enzymes coagulants en technologie fromagére

1. Enzymes coagulantes en technologie fromager

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 température et de pH (Cuvellier, 1993).

Ce sont des outils clés de la biotechnologie et de la bioindustrie. Un grand nombre d’enzymes
protéolytiques, qui ont la propriété de coaguler le lait, sont présentés dans le Tableau2
(Cuvellier, 1993).

elles sont soit d’origine animale (présure, pepsine) ; soit d’origine végétale (ficine,
bromélaine, enzymes extraites de I’artichaut, de la courage, du chardon, etc.); soit d’origine

microbienne (enzyme de certaines moisissures ou des bactéries) (Mahaut et al., 2000)

Tableau 2 : Origine des différentes enzymes utilisées pour coaguler le lait (Mietton, 1991).

Origine Enzyme
Ruminants :
Veau
Chevreau----------------------- Chymosine+ pepsine
Animaux Agneau
Bovins adultes----------------- Pepsine+chymosine
Oiseaux :
Poulet Pepsine
Figuier . Ficine
Ananas--------------=-----=----- Bromélaine
Végéteaux Chardon, Artichaut
Gaillet
Courge
Endothia parasitica------------ Protéase
Moisissures Mucor pusillus----------------- Protéase
Mucor miehei------------------ Protease
Aspergillusniger-------------- Chymosine (génétique)
Levures Kluyveromyceslactis--------- Chymosine (génétique)
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Présure

La présure est une enzyme protéolytique, extrait de la quatrieme poche de
I’estomac (abomasum ou caillette) des jeunes ruminants nourris exclusivement au lait
(avant sevrage) (Eck et Gillis, 1997). La présure de veau est 1’agent coagulant
traditionnellement utilisé pour la coagulation du lait en vue de la fabrication de Ila
majorité des fromages (Alais, 1984; Ramet, 1997). Elle contient deux fractions actives,
I’une majeure, constituée par la chymosine (80%) I’autre mineure, par la pepsine (10 —20%)
(Alais, 2003).

Chymosine

La chymosine est la protéase majeure responsable d’au moins 85% de
I’activité coagulante totale du lait. Elle est sécrétée inactive sous forme de prochymosine
dans la caillette. Sous I’action de ’acidité (ions H30+) du milieu, elle devient active. C’est
une holoprotéine, appartenant au groupe des protéases acides. Elle est stable aux pH (5.3
a6.3), inactivée aux pH (vers 7.5) et dénaturée a pH 8. L’inactivation thermique a lieu 50°C,

elle est totalement inactivée a 61°C (Bouyoucef, Taouzine et al., 2016).
Pepsine

La pepsine est le constituant mineur de la présure dont la sécrétion gastrique
ne devient prépondérante qu’aprés sevrage (Ramet, 1997). Elle est produite sous forme d’un
précurseur inactif, le pepsinogene. Il passe par acidification sous la forme active: la pepsine
de poids moléculaire 35 kDa (Alais, 1984).

A Tl'opposé de la chymosine, la pepsine possede une activité protéolytique élevée et une
faible activité coagulante. D’aprés (Broome et Hickey, 1990), 20% de I’activité coagulante
est assurée par la pepsine dans la fabrication fromageére (Cheddar, Emmental,...).La pepsine
est relativement stable a des pH compris entre 5 et 5,5. Son activité enzymatique est plus
élevée entre pH 1 et 4 avec un maximum vers 1,8 et varie selon la nature du substrat. C’est
une enzyme thermosensible en solution aprés 55°C. Elle est dénaturée a des
températures a 70°C (Graiday, 1978).
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Succédanés de présure

La présure traditionnelle telle que la chymosine est trés utilise dans les industries
fromageres. La forte demande subite 1’approvisionnement de la présure est plus difficile. Des
travaux ont été lancé afin de trouver d’autre sources potentielle de protéase pour remplacer la

présure nommées des succédané de présure (Nouani et al., 2009).

Les enzymes coagulantes appelées aussi les succédanés de présure, ils sont classées on

3 catégories selon I’origine de I’enzyme:

R

% Succédanés de présure d’origine animale.

R

% Succédanés de présure d’origine végétale.

R

%+ Succédanés de présure d’origine microbienne.

Les enzymes de remplacement de la présure doivent répondre aux criteres suivants
(Ramet, 1997):

Une bonne solubilité dans I’eau.
Une odeur et une couleur faibles ou nulles.

Une activité coagulante bonne et une durée de consommation raisonnable.

DN N NN

Une absence de toxicité pour le consommateur et un degré de pureté éleve pour éviter

tout accident de prolifération de microorganismes indésirables.

v’ Les propriétés rhéologiques du coagulum doivent étre évaluées apres floculation de
facon a permettre le travail mécanique du gel dans les délais habituels.

v' La synéreése du coagulum au cours de I’égouttage et les modalités de [D’affinage
devrait permettre d’obtenir les caractéristiques usuelles des fromages dans un délai
sensiblement égal a celui de la présure.

v' Les rendements fromagers doivent étre trés proches ou supérieurs a ceux

révélés lors de I’emploi de la présure.

Succédané de présure d’origine animale
g

Pepsine bovine

Nommée aussi la pepsine A, elle provient de I’estomac d’animaux adultes, sa
masse moléculaire est de 33370 Da et contient 313 acides aminés (Graindy, 1978), (Fox,

1969) et (Mathieu, 1981). La pepsine bovine a une activité protéolytique proche de
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celle de la chymosine, cette activité dépond du pH du milieu, elle est généralement
active dans des milieux acide ou le PH est de 1.5 a2 et I’activité soit plus élevé (Goursaud,
1992). Par contre dans des milieux basique pH supérieure de 6.3, lactivité baisse
rapidement et le lait ne coagule pas (Eck et Gillis,1997).La pepsine bovine est destinée a la
fabrication du Cheddar (Shamsuzzuman et al., 1985) et (Cuvellier, 1999). D’aprés
Bengana, (2001), le remplacement de la présure par la pepsine bovine permet la fabrication

de fromage a pate molle type Camembert.
Pepsine de poulet :

Nommeée aussi pepsine C, elle a une forte activité vis-a-vis I’hémoglobine (Linden et
Humbert, 1991). Elle est extrait de pro ventricule de poulet utilisé pour la fabrication du
fromage a pate molle, les résultats obtenue sont comparer avec un fromage faite par la
présure confirme qu’il y a aucune déférence dans le rendement et la qualité du fromage.
D’apres I’é¢tude de Morsli, (1997). Cette pepsine a été utilisé en Israél pour la fabrication
des fromages locaux d’apres (Cuvellier, 1999). Récemment en Turquie les travaux en été

reprise (Hasan Temiz, 2009).

Le pepsinogene du poulet est compose de 387 résidus d'acides aminés avec un poids

moléculaire de 43000 Da. La pepsine elle, est composée de 308 résidus d’acides aminés et un

poids moléculaire de 35000 Da (Bohak, 1969).

Le pH optimum de la pepsine de poulet est de 2.8. L’enzyme reste stable a pH 8, et
devient inactive a pH 8,5 (Bohak, 1969).

La pepsine du poulet est extraite du pro ventricule ou ventricule succenturié qui
est un renflement fusiforme de 3 cm de long en moyenne, situé au-dessus du geésier, il est

revétu d'un épithélium de cellules cylindriques.
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Figure 4. Complexe stomacal du poulet (Bohak, 1969).

Succédane de présure d’origine végétale

On connait de trés nombreuses préparations coagulantes provenant du regne végétal;
elles sont extraites par macération de divers organes de plantes supérieures. Parmi les espéces
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 l'ouest du bassin
Méditerranéen (Espagne, Portugal). 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 bromé laine, extraite de I'ananas et 1’extrait de chardon
Marie. D'une facon générale, 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 l'apparition des inconvénients technologiques majeurs
précédemment signalés. 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 (Tableau 3) (Veisseyre, 1979).
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Tableau 3: Plantes locales d’Algérie utilisées pour la coagulation du lait (Talantikite-Kellil

S, 2015).
Nom vulgaire

Nom scientifique

Francais Anglais Algérien
Cynara scolymusL. | Artichaut Artichocke Karnoune
Cynara

Cardon Cardoon Thaga/ khorchef
cardunculus L.
Seneciojacobaeal. | Sénecon Ragwort Debouz-el-arabe
Ficus carica L. Figuier Figtree Kerma

e Les protéases vegétales les plus connues sont extraites du :

Le chardon (Cynara cardunculus L)

Le chardon pousse sur les sols argileux dans des endroits pierreux.Il est utilise pour
coaguler principalement le lait de brebis. Son utilisation dans le lait de vache provoque une
modification de texture et de gouts (plus acide et amer) des produits laitiers du fait de son

activité protéolytique non coagulante élevée (Chazarra et al., 2007; Jacob et al., 2011).
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Figure 5:Fleur du cardon (www.blogs-afrique.info).

L’artichaut (Cynara scolymus L)

L’artichaut posséde les mémes propriétés coagulantes que le chardon dont leur activité
coagulante résulte de la présence des protéinases aspartiques a caractere acide qui rompre la
liaison phénylalanine105-méthionine106 de la caséine-k. Ces protéinases appelées cardosine
A et cardosine B possédent des caractéristiques et activités similaires de la chymosine et la

pepsine (Silva et al., 2003).
La ficine (Ficus carica L)

La ficine est une enzyme extraite du latex du figuier, dont le nom botanique Ficus
carica L, un arbre a feuilles caduques de la famille des Moraceae qui comprend environ1500
especes classées en 52 genres dont le genre ficus (Solomon, Golubowicz et al., 2006;
Nicotra, Vicentini et al., 2010; Mawa, Husain et al., 2013).

Le figuier originaire du Moyen Orient et naturalisé dans plusieurs régions du bassin
méditerranéen, dont il fournit I'essentiel de la production mondiale (Abdelkader, 2017), dont

la wilaya de Bejaia occupé le sommet de la production nationale.

La ficine est une cystéyl protéase extraite de la figue, elle est semblable a la papaine et
constitué de deux acides aminés qui sont la cystéine (Cys-25) et I’histidine (His-159)
Katsaros, Katapodis et al., (2009).Cette protéase végétale est isolée a partir du latex de
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Ficus carica, et utilisée dans I’industric alimentaire pour améliorer I’attendrissement des

viandes (Sullivan et Calkins, 2010) et la fabrication de fromages traditionnels.

La ficine est une endopeptidase activée par les thiols et les réducteurs (cystéine,
thiosulfate, glutathion), elle est inactivée par les ions métalliques, les oxydants et les réactifs
qui réagissent avec les thiols. La ficine présente une grande stabilité thermique. Sa
température d’activité est comprise entre 30°C a 65° C, elle est active a des valeurs de pH
comprises entre 6,5 et 8 avec une activité optimale a pH 6,5 I’inactivation compléte de la
ficine se produit en dessous de pH 3 (Devaraj, Kumar et al., 2008; Azarkan, Matagne et
al., 2011).

Selon Oner et Akar (1993), la ficine peut remplacer avec succés la chymosine dans la
fabrication de fromage. Traditionnellement, dans les montagnes d’Algérie, particulicrement
la Kabylie, le latex de figuier est utilisé comme agent coagulant pour la préparation d’un
fromage connu sous le nom AGUGLI ou IGUISSI selon la région.

Figure 6: photographie de I’étape de la collecte de latex.
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Succédané de presure d’origine microbienne

En pratique, ’utilisation des préparations enzymatiques microbiennes a été soumise a
une stricte  réglementation, imposant des contrdles hygiéniques (lies a leur
production et extraction) et toxicologiques séveres, afin d’éviter tout risque de toxicité li¢ a
la présence d’antibiotiques et/ou d’aflatoxines (Noor-Devilliet et al., 1983). Ces coagulants
peuvent étre facilement produits par fermentation. Toutefois, ils montrent une forte activité
protéolytique pendant la fabrication du fromage, ce qui peut entrainer une perte de protéine,
un rendement plus faible, et la génération de saveur désagréable (Harboe et al., 2010).

On distingue deux catégories de protéases microbiennes: les succédanés d’origine bactérienne

et les succedanés d’origine fongique.
D’origine bactérienne

Depuis une quarantaine d’années, une puissante industric de transformations s’est
développée dans le monde. Elle produit des substances variées dont une grande partie
d’enzymes qui trouvent de nombreuses applications dans des secteurs industriels variés et en
particulier des protéases susceptibles de coaguler le lait. Ce sont surtout les souches du genre
Bacillus: Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus polymixa et Bacillus coagulants, qui ont
fait 1’objet de plusieurs recherches pour la production de coagulases. Leur utilisation demeure
limitée par suite de réglementation stricte et leur prix de revient. D’autre part, leur aptitude
a la coagulation est meilleure que celle d’origine végétale et moins bonne que celle
des enzymes produites par les moisissures. Les caillés obtenus manquent de cohésion du

fait d’une trop forte activité protéolytique par comparaison a la présure animale (Alais, 1984).
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 marché
international et utilisées a plus ou moins grande échelle selon les pays. Ces préparations
proviennent de trois genres de moisissures : Endothia parasitica (E.p.), Mucor pusillus
(M.p.), Mucor miehei (M.m.).
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2. Coagulation du lait

La coagulation du lait constitue une forme ancestrale de conservation des protéines, de la
matiere grasse ainsi que d’une partie du calcium et du phosphore, dont les qualités
nutritionnelles et organoleptiques sont appréciées par ’homme dans presque toutes les
régions du globe (Abiazar, 2007), en industrie fromagere, le procédé choisie pour la

coagulation a un large effet sur la texture du produit fini (Herbert et al., 1999).

Coagulation enzymatique du lait

La coagulation enzymatique est assurée par un grand nombre d’enzymes protéolytiques,
d’origine animale, végétale ou microbienne, ayant la propriété de coaguler le lait. Il faut aussi
tenir compte de leur grande activité proteolytique non specifique supplémentaire qui leur
permet d’hydrolyser les caséines a et B avec libération de peptides (Mietton, 1995). Si cette
hydrolyse est trop élevée, il peut en résulter une baisse du rendement fromager, une texture
molle et ’apparition de gotlits anormaux. La présure est une enzyme protéolytique provenant
de la caillette du veau non sevré. Cette enzyme correspond a deux fractions actives: 1’une
mineure (20 %), constituée par la pepsine; ’autre majeure (80 %), est représentée par la
chymosine qui est le coagulant le plus utilisé (Eck, 1990). En pratique, la coagulation du lait
peut se caractériser par trois parametres: le temps de floculation, la vitesse de raffermissement

et la fermeté maximale du gel (Caron et al., 1997).

Mécanisme de la coagulation enzymatique du lait

Un grand nombre d’enzymes protéolytiques d’origine animale, végétale ou microbienne

ont la propriété de coaguler le complexe caséinique.
Phase primaire

La micelle est principalement constituée de caséine Kk 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 I’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-k
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(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
paracaseine-k (Figure 7) et le segment 106-169 qui est le caséine macropeptide (CMP).
La paracaséine-x liée 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 (Li J et al., 2006).

Caséinek ~—p para-caséine k + caséine-macropeptide

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 7: Hydrolyse de la caséine « 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-x 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 y a une formation de chaines linaires de
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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).
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Sub micelle riche en caséine x
Phosphate de calcium

Sub micella riche en para casaine x Florian Ronez, PhD

Figure 8: Formation d’un caillé présure par action de la présure sur les caséines du lait

(Florian R., 2012).
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1. L’objectif
Les objectifs de cette étude s’articulent autour des points suivants :

e Déterminer le pouvoir coagulant des enzymes extraites d’origine animale (extraite de
poulet) et d’origine végétale (extraite de figuier et d’artichaut) et de le comparer a
celui de la présure commerciale.

e [L’évaluation de I’aptitude a la coagulation sur un lait fromager reconstitu¢ selon les
normes de la transformation fromagere et appréciation technologique de ces enzymes
par rapport a I’enzyme commerciale « la présure ».

2. Lieu de I’étude

Le présent travail a été réalisé au niveau du Laboratoire de Sciences Techniques de
Production Animale LSTPA de Hassi-Mameche Mostaganem, durant la période 22/06/2021
jusqu’a 07/07/2021.

3. Matériel enzymatique

Collecte des extraits enzymatiques
Les matieres premieres sont représentées par :
» L’enzyme extraite de pro-ventricule provenant du systéeme digestif de poulet
(Gallus gallus).
» L’enzyme extraite du Latex de Figuier (Ficus carica L).
» L’enzyme extraite de la fleur d’artichaut (Cynara scotymus).
» La présure commerciale, habituellement utilisé en technologie fromagere.

Matériel
Appareillage
= Agitateur.

= Place chauffante.

= Etuve (37°C et 45°C).
= Lactoscan.

= Balance de précision.
=  Thermometre.

= Réfrigérateur.

= Four a moufle.

Petit matériel

= Verrerie (Bécher, pipettes graduées, fiole jaugée, flacons stériles avec fermeture
hermétique).
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4. Préparation des laits fromagers
Préparation du lait reconstitué

La matiére premiére utilisée est de la poudre de lait partiellement écrémé de marque
«Loya».

Une quantité de 120 g de lait en poudre écrémé est dissoute dans 870 ml d’eau distillée sous
agitation magnétique sur plaque chauffante.

v Tout d’abord, I’eau est préchauffé a 35°C (Figure 9).

Figure 9: Chauffage de I’eau a T=35°C.

v" Puis on commence a ajouter la poudre du lait progressivement avec un mélange

magnétique jusqu'a ce que la température de pasteurisation atteigne une température
de 85°C (Figure 10).
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Figure 10: Préparation du lait reconstitué.

Conservation du lait

Apres la préparation on met la fiole du lait dans un bain marie a 32°C pendant 30min, puis on
réparti la quantité preparée dans des flacons en verre stériles de 200ml.

Ensuite on laisse les flacons dans le réfrigérateur 24h en réhydratation pour une utilisation
appropriée.

5. Contréle physico-chimique

Afin de savoir les caractéristiques physicochimiques du lait utilisé dans notre travail, On a
utilisé le Lactoscan pour mesurer quelques paramétres physico-chimiques du lait:

Définition du Lactoscan

Le lactoscan est un appareil d’analyse moderne qui convient a ’analyse de tout type de lait,
rapidement et avec précision aprés prise d’un échantillon d’environ 50ml. Grace a la
technologie a ultrasons qu’il utilise, il n’est pas nécessaire de procéder a son calibrage a
intervalles réguliers. Il est automatiqguement calibré, sans utilisation d’ordinateur. Cet
équipement est représenté dans la figure 11.
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On cite les paramétres analysés suivants :
T : Température

pH : Potentiel Hydrogéne

F : La teneur en matieres grasses

S : Matiere séche

P : La teneur en protéines

L : La teneur en lactose

D : La densité,

FP : Le point de congélation

C : Taux de cendre

S : Taux de salinité

Figure 11: L’équipement : Lactoscan.
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Les laits fromagers

Dans cet essai notre but est d’étudier les aptitudes a la coagulation du lait par des enzymes
extraites de poulet, de figuier et d’artichaut en les comparant avec celles de la présure
commerciale.

On a établi la démarche suivante

> On a réparti le lait dans 12 flacons transparents, chaque flacon contient 50 ml du lait,
et on a établi 4 série de trois flacons, dans chaque série, il a été réalisé des essais de
différentes doses (de 0,5ml, de 0,75ml et de 1ml) des enzymes coagulantes extraites
comparées a la présure commerciale.

> Les enzymes coagulantes ont été ajoutées au lait a 37°C. Comme indiqué dans la
figure 12.

Extrait

de poulet

. 1mi
(D (D (D

50m I150m 150ml

o
(&)
3
o
\‘
ol
3

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

» Cette démarche a été établie pour I’ensemble des enzymes et dans les mémes

conditions.
» Un chronométre a été utilisé pour mesurer les temps technologiques de coagulation.
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6. Dosage enzymatique et suivi des temps de coagulation

Coagulation et la formation du coagulum

Le principe de la coagulation est le changement d'état du lait de liquide & demi solide
qui est appelé gel ou coagulum. Le produit se sépare alors en deux phases : le
lactosérum et le coagulum.

Caractéristiques de coagulation

La coagulation du lait se caractérise par trois parametres essentiels :
-Le temps da floculation.

-Le temps de prise.

-Le temps de coagulation.

s Determination du temps de floculation
Le temps de floculation est I’intervalle de temps compris entre le moment de
I’emprésurage et ’apparition des premiers flocons de caséines visibles a 1’ceil nu.

+«» Determination du temps de prise

Le temps de prise est le moment ou apparaissent les premieres 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/OMS, 1999).

+« Determination 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).

7. Determination de I’activité coagulante
L’activité coagulante qui est exprimée par la rapidité¢ avec laquelle ’enzyme
coagule le lait est déterminée selon la méthode de Berridge, (1955) et de Libouga et
al., 2006).

Elle est basée sur 1’évaluation visuelle de I’apparition des premiers flocons de
la coagulation du substrat de Berridge.
Cette activité est exprimée en unité d’activité coagulante (U.A.C) ou d’unité
présure (UP) qui est définie par la quantité d'enzyme contenue dans 1mL de la
solution enzymatique qui peut coaguler 10 ml de substrat standard de Berridge en 100
secondes a 35°C (Alais, 1984; Ramet, 1997).
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Le substrat de Berridge est préparé par 1’addition de 12 mg de lait écrémé a
100ml de solution de CaCl, (0.01M). Apres 30 minutes d’agitation lente, le pH est
ajusté a 6,4.

Afin de mesurer ’activité coagulante a 35°C, ce substrat est chauffé au bain marie
jusqu’a la température voulue. Un volume de 5 ml de ce substrat (35°C) est additionné
de 500uL I’extrait enzymatique.

La mesure du temps de coagulation correspond au temps s’écoulant entre I’addition de
I’extrait enzymatique au substrat de Berridge, et de I’apparition des premiers flocons
de caséines visibles a ’ceil nu sur la paroi interne du tube incliné, subissant un lent
mouvement rotationnel. L’activité coagulante (U.A.C) est calculée selon
I’expression suivante:

100XV

U.A.C =
10vt

Avec :

V : Volume du lait a coaguler (10ml).

v : Volume de la solution enzymatique (1ml).
t : Temps de floculation en secondes.

100 :100 secondes.

Ou T'unité présure correspond a la quantité d’enzyme contenu dans un ml d’extrait
enzymatique pouvant coaguler 10 ml de substrat en 100 secondes a 32°C, exprimée en Unité
Presure (UP), est calculée selon I’expression suivante :

Avec :

UP=10V/Tv

V : Volume de lait
T : Temps de coagulation en secondes
v : volume de I’enzyme.
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8. Rendement fromager en %
Principe

Le rendement fromager ou le rendement de la transformation du lait en fromage
présente un grand intérét en industrie fromagére car il reflete globalement
comment a été réalisé la répartition quantitative des constituants du lait lors de
I’égouttage. Il nécessite un taux élevé en extrait sec et plus précisément en
protéines (caseine) et des concentrations élevées en matiere grasse (Naoani,
2009). Elle s’obtient selon la formule ci-dessous (Vignola, 2002) :

R% = —2 %100
=—_x
T L1

Avec:

R: signifie le rendement fromager en %.

Fg : signifie le poids du fromage obtenu en kilogrammes.
L: signifie le poids du lait en kilogrammes.

I: signifie le poids des ferments et de présure

Mode opératoire

Apreés la coagulation compléte du lait, le caillé est mis a egoutter dans des papiers filtre, afin
d’éliminer le lactosérum (Figure 13).

Le caille obtenu est mis dans un papier aluminium puis pesé a I’aide d’une balance de
précision.
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Figure 13: Filtration du caillé obtenu.

9. Rendement fromager en ES

Mode opératoire

Une capsule vide est pesée et sa masse sera notée (IMo). Dans cette capsule,

5g de fromage sont ajoutés sa masse est notée (IM1). Le tout est porté dans un four
pasteur chauffée a 103°C pendant 3 h. Apres refroidissement, la capsule est pesée, sa masse

est notée (IM2).

Expression des resultats et mode de calcul

Le résultat est calculé selon la formule :
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Chapitre II Résultats et discussion

1. Les résultats des analyses physico-chimiques

Le tableau ci-dessous représente les résultats des analyses physico-chimiques du lait
reconstitué mesurés par un Lactoscan:

Tableau 4: Résultats des analyses physico-chimiques du lait reconstitué en (%).

. . - Valeur obtenue du lait reconstitué

Les parametres physico-chimiques (%)
F : Matiere grasse 1,12
D : Densite (pas d’unité) 1032.88
S : Matiere seche 11,99
P : Protéine 3,41
C : Taux de cendre 5,76
T : Température °C 33°C
PH: Potentiel Hydrogéne (pas

N 6,70
d’unité)
FP : Point de congélation °C -0,544
S : Taux de salinité 0,67
L : Lactose 4,72

2. Dosages enzymatiques et suivi des temps de coagulation

La 1° série (Enzyme extrait de poulet)
Tableau 5: Temps de coagulation pour I’enzyme extraite de poulet.

’ Doses de Temps _de Temps de prise Temps (_Jle
I’enzyme en ml floculation coagulation
0,5 15a18 min 31a35 min 47352 min

0,75 13a16 min 27333 min 40a44 min

1 11al13 min 25a28 min 35a38 min
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La 2°M série (Présure commerciale)
Tableau 6: Temps de coagulation pour la présure commerciale.

) Doses de Temps (_1e Temps de prise Temps (_Jle
enzyme en ml Floculation coagulation
0,5 10a14 min 21a28 min 32a43 min

0,75 7.5a12 min 15325 min 23a37 min

1 6a9 min 13218 min 19228 min

La 3™ série (Enzyme extraite de figuier)
Tableau 7: Temps de coagulation pour I’enzyme extraite de figuier.

Doses de Temps de Temps de prise Temps de
I’enzyme en ml Floculation coagulation
0,5 30a33.5 min 61a65 min 89a94 min

0,75 26.5a29 min 54a58 min 78a83min

1 23a25min 48a51 min 72a78 min

La 4°™ série (Enzyme extraite d’artichaut)
Tableau 8: Temps de coagulation pour I’enzyme extraite d’artichaut.

’ Doses de Temps (_je Temps de prise Temps (_Jle
I’enzyme en ml Floculation coagulation
0,5 21a24.5 min 39a45 min 64a68 min

0,75 17.5a20 min 36a42 min 56a61 min

1 16a18min 34a37 min 50a55 min

3. Détermination de I’activité coagulante

Tableau 9: Unité d’Activité Coagulante « U.A.C » pour les différentes doses de
I’enzyme extraite de poulet.

Doses de I’enzyme en ml Unité d’ Activité Coagulante

0,5 1,1 U.AC
0,75 0,85 U.A.C
1 0,75U.A.C
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Tableau 10: Unité d’Activité Coagulante « U.A.C » pour les différentes doses de

présure commerciale.

Doses de I’enzyme en ml

Unité d’Activité Coagulante

0,5 1,7U.AC
0,75 1,48 U.A.C
1 1,38 U.A.C

Tableau 11: Unité d’activité Coagulante « U.A.C » pour les différentes doses de

I’enzyme extraite de figuier.

Doses de I’enzyme en ml

Unité d’Activité Coagulante

0,5 0,55 U.A.C
0,75 0,42 U.A.C
1 0,36 U.A.C

Tableau 12: Unité d’activité Coagulante « U.A.C » pour les différentes doses de

I’enzyme extraite d’artichaut.

Doses de I’enzyme en ml

Unité d’Activité Coagulante

0,5 0,8 UAC
0,75 0,63 U.A.C
1 0,52 .A.C

4. Rendement fromager en %

Tableau 13: Rendement fromager en % pour les différentes doses de I’enzyme extraite

de poulet.

Doses de I’enzyme en ml

Rendement fromager en %

0,5 12,4
0,75 24,17
1 16,70
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Rendement fromager en % de la série 1
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Figure 14: Rendement fromager en % pour les différentes doses de ’enzyme extraite de
poulet.

Tableau 14: Rendement fromager en % pour les différentes doses de présure

commerciale.
La dose de I’enzyme en ml Rendement fromager en %
0,5 18,73
0,75 18,34
1 14,56
Rendement fromager en % de la série 2
20
15 -+
10 -~
5
0
0,5 0,75 1

Figure 15: Rendement fromager en % pour les différentes doses de présure commerciale.
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Tableau 15: Rendement fromager en% pour les différentes doses de I’enzyme extraite

de figuier.
Doses de I’enzyme en ml Rendement fromager %
0,5 26,59
0,75 23,3
1 14,6

30

Rendement fromager en% pour la série 3

25 A

20 -
15 -
10 -
5 -
0 - ; ;
0,5 0,75 1

Figure 16: Rendement fromager en % pour les différentes doses de ’enzyme extraite de

figuier.

Tableau 16: Rendement fromager en % pour les différentes doses de 1’enzyme

extraite d’artichaut.

Doses de I’enzyme en ml Rendement fromager en %
0,5 19,7
0,75 19,92
1 19,4
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Rendement fromager en % de la série 4
20
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19,1 -

0,5 0,75 1

Figure 17: Rendement fromager en % pour les différentes doses de I’enzyme extraite
d’artichaut.

5. Rendement fromager en ES

Tableau 17: Extrait sec total pour les différentes doses de ’enzyme extraite de poulet.

Doses de I’enzyme en ml Extrait sec total
0,5 13,07
0,75 16,80
1 20,67

Rendement fromager en ES pour la série 1

25

20

15

10

0,5 0,75 1

Figure 18: Extrait sec total pour les différentes doses de ’enzyme extraite de poulet.
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Tableau 18: Extrait sec total pour les différentes doses de présure commerciale.

Résultats et discussion

Doses de I’enzyme en ml Extrait sec total
0,5 27,20
0,75 24,20
1 33,21

Rendement fromager en ES pour la série 2

35

30

25 A

20 +

15 +

10 -

0,5

1

Figure 19: Extrait sec total pour les différentes doses de présure commerciale.

Tableau 19: Extrait sec total pour les différentes doses de 1’enzyme extraite de figuier.

Doses de I’enzyme en ml Extrait sec total
0.5 16.25
0.75 16.96
1 22.61
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Rendement fromager en ES pour la série 3
25
20
15
10
5
0
0,5 0,75 1

Figure 20: Extrait sec total pour les différentes doses de 1’enzyme extraite de figuier.

Tableau 20: Extrait sec total pour les différentes doses de I’enzyme extraite

d’artichaut.
Doses de I’enzyme en ml Extrait sec total
0,5 18,40
0,75 26,14
1 21,73
Rendement fromager en ES pour la série 4
30

0,5 0,75 1

Figure 21: Extrait sec total pour les différentes doses de ’enzyme extraite d’artichaut.
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1. Les analyses physico-chimiques

L’aptitude du lait a la transformation s’apprécie a partir d’'une qualité du lait pour une
affectation technologique appropriée (Cauty et Perreau. 2009, Cremo. 2003 ; Jakob et
Hanni, 2004).

L’intérét nutritionnel du lait réside dans sa richesse en nutriments de base (protides,
lipides et glucides) mais aussi en matiere minérale.

Il parait évident que I’analyse des laits avant leur transformation et leur caractérisation sur
le plan physico-chimique peuvent aider & mieux orienter les technologues sur les possibilités
de leur exploitation industrielle et leur valorisation efficace (Dahou et al., 2017).

La qualité physico-chimique des laits a été évaluée et les résultats sont portés sur
le tableau 4. Avec une teneur en masse proteique de 3,41%, une matiere grasse de 1,12% et un
taux de lactose de 4,72%.Ces résultats sont conformes aux normes de la F.1.L, de la FAO et
du JORA.

2. Dosages enzymatiques et suivi du temps de coagulation

La coagulation enzymatique d’un lait est la premiere étape de la fabrication d’un fromage
qui peut étre considérée comme le résultat d’un processus dans lequel la caséine est
concentréee apres elimination du lactosérum (Mahaut et al., 2000).

Pour le fromager, un lait de qualit¢ joue un rdle important pour une bonne
aptitude coagulante, assurer une cinétique adéquate de la floculation a la prise du lait,
éviter les déperditions des protéines solubles aprés exsudation du lactosérum et Ila
formation d’un gel ferme (Larbaletrier, 2015).

Nous avons opté pour différents dosages des enzymes extraites de diverses origines
pour des essais expérimentaux dans le but d’obtenir un temps de floculation conforme a
une bonne coagulation compris entre 8 et 15 minutes comme décrit par Tanaka et al., (2001).

Dans ce sens, les résultats des tableaux (5, 6, 7,8) montrent que I’extrait de la pepsine
de poulet donne un temps moyen de floculation de 13 min, un temps moyen de prise de 27
min et un temps de coagulation 40 min pour la dose de 0,75 ml de ’enzyme. L’extrait de
figuier donne un temps de floculation 26 min, un temps moyen de prise de 54 min et temps de
coagulation de 78 min pour la dose 0,75 ml de ’enzyme. Concernant 1’enzyme extraite de
’artichaut cette derniére donne un temps moyen de floculation de 17 min, un temps moyen de
prise de 36 min et un temps moyen de coagulation de 56 min pour la dose de 0,75 ml de
I’enzyme.

En comparaison, la solution de présure commerciale a 0,75 ml a donné un temps de
floculation moyen de 12 min, un temps de prise de 25 min et un temps moyen de coagulation
de 37 min.
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Apres ces resultats, nous avons remarque que le temps de coagulation du lait
reconstitué avec I’enzyme extraite de poulet (40 min) est conforme aux normes
technologiques avec un caillé ferme et homogéne. Ce constat est établi en comparaison a la
présure commerciale (37min) et & I’enzyme extraite d’origine végétale qui a un temps de
coagulation assez important.

Il existe une régle approximative de proportionnalité entre la dose de présure et I’inverse du
temps de floculation : Plus la dose est forte plus le temps est court.

3. Deétermination de P’activité coagulante

L’unité de [Iactivité coagulante (U.A.C) qui représente la quantité d’enzyme
contenue dansl ml de la solution enzymatique pour coaguler 10 ml de lait en 100 secondes a
30°C; est de 0,75 unité /ml pour I’extrait de pepsine de poulet, est de 0,36 unité¢/ml pour
I’extrait de figuier, est de 0,52 unité/ml pour I’extrait d’artichaut, et de 1,38 unité /ml pour la
solution mere de présure commerciale (1ml).

On observe que I’enzyme d’origine animale a une activité coagulante (0,75 unité/ml) plus
élevée que les enzymes d’origine végétale respectivement 0,36 et 0,52 unité/ml.

Apres les résultats obtenus dans les tableaux (9, 10, 11,12), nous concluons que L’unité
d’activité coagulante a une relation avec le temps de floculation; I'unité d’activité coagulante
est reduite chaque fois que le temps de floculation est bas.

En augmentant la dose de I’enzyme coagulante on aura tendance a réduire le temps de
coagulation ainsi que I'unité de I’activité coagulante. Ce constat a eté deja confirme par
Talantikite en 2015.

4. Rendement fromager en%

Le rendement est la quantité de fromage obtenu a partir d’une quantité¢ indiquée de lait.
C’est le paramétre le plus important du point de vue économique dans I’industrie
laitiere (Huppertz et al.,2006; Bittante et al., 2013). Il refléte aussi le bon déroulement des
conditions de fabrication.

Les résultats illustrés dans les tableaux (13,14,15,16), montrent que les rendements
obtenus pour les essais réalisés varient de 14,56 a 18,73% pour les différentes doses de la
présure commerciale, de 12,4 a 24,17% pour les différentes doses de 1’enzyme extraite de
poulet, de 14,6 & 26,59% pour les différentes doses de I’enzyme extraite de figuier, et de 19,4
a 19,92% pour les différentes doses de I’enzyme extraite d’artichaut. Pour les caillés
fromagers obtenus soit d’une coagulation par un extrait enzymatique d’origine végétal ou de
celle réalisée par I’extrait animal ont donné satisfaction. Les valeurs obtenues sont
satisfaisantes et sont proches de ceux rapportées par d’autres auteurs a savoir Boudjenah-
Haroun (2012) (avec une valeur de 24%) et Kouniba et al., (2007) (avec une valeur de
23.8%).
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La variabilité des valeurs du R% entre les différents échantillons de fromage
étudiés peut étre attribuée a la composition du lait utilisé. En effet, le R% dépend de la teneur
en protéines et en matiére grasse du lait (Bensmail et al., 2013).

Selon Bensmail et al., (2013), les faibles R% resultent des pertes de proteines et de la matiere
grasse suite a l’activité protéolytique de I’extrait enzymatique. Les résultats rapportés par
Colin et al., (1992) montrent que 77% des variations du rendement fromager frais sont
expliqués par les taux protéiques et du taux butyreux. Ces derniers constituent des critéres
pertinents de la détermination du R%. Ricordeau et al., (1967) et Portmann et al., (1968)
ont rapporté des résultats similaires.

5. Rendement fromager en ES

Nous avons enregistrés des valeurs dans les échantillons des caillés fromagers préparés a
partir de différentes doses d’extraits d’enzyme et qui sont représentés dans les figures (17, 18,
19,20). Ces résultats montrent des valeurs comprises entre 24,20 a 33% pour les essais
réalisés avec des doses différentes de la présure commerciale, de 16,25 a 22,61% pour les
différentes doses utilisées pour I’enzyme extraite de poulet, de 13,07 a 20,67% pour les
différentes doses utilisées pour I’enzyme extraite de figuier, et de 18,40 a 26,14% pour les
différentes doses utilisées pour ’enzyme extraite d’artichaut.

Les valeurs du rendement en ES des enzymes extraites soit d’origine animale ou d’origine
vegétale pour les doses respectives de 0,5 et 0,75 ml sont en dessous des normes
technologiques et pour la dose de 1 ml les rendements en ES sont conformes a la norme
soit tenant compte des normes FAO du codex alimentaires et de la FIL, 2018.
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Conclusion

Dans la préparation de notre mémoire, nous avons fait des essais expérimentaux pour
la coagulation des laits avec diverses enzymes locales d’origine animale et d’origine végétale
en vue de substituer la présure commerciale importée. Cette mémoire nous a permis de
complémenter nos connaissances théoriques et pratiques dans le domaine de la technologie de
la transformation fromagere.

A travers cette étude, nous avons tenté d’apporter une contribution a la possibilité de
substituer la présure par des extraits d’enzymes coagulantes a partir de pro-ventricule de
poulet, de figuier et d'artichaut et de tester la répétition dans le temps des tests d'aptitude

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

Pour atteindre I’objectif de 1’étude, notre démarche a comporté deux étapes. En
premier lieu, le contrble des parametres physicochimiques du lait reconstitué fromager, En
second lieu, des caillés fromagers ont été élaborés en utilisant des extraits d’enzymes
d’origine animale et d’origine végétale comme coagulant, afin de tester la possibilité de leur
utilisation comme succédaneé de la présure commerciale.

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 animale et végétale.

Le lait reconstitué engagé dans la transformation fromagere est de bonne qualité
physico-chimique. Les parametres de fromageabilité du lait sont généralement compris sur
des intervalles proches des normes internationales retenues pour ce produit.

L’activité coagulante sur le lait reconstitué¢ des trois enzymes extraites en comparaison
avec la présure commerciale a montré quelques différences. En effet, unité d’activité
coagulante de I’extrait de poulet est 0,85 U.A.C pour un temps de floculation de 13 min, de
I’extrait de figuier 0,42 U.A.C pour un temps de floculation de 26min, de I’extrait d’artichaut
0,63 U.A.C pour un temps de floculation 17min. Cette appréciation a été faite en comparaison
avec la présure commerciale qui donne 1,48 U.A.C pour un temps de floculation 12min. Nous
avons remarqué que le lait reconstitué se coagule rapidement avec la présure commerciale et
I’enzyme animale extraite du poulet tandis que les enzymes d’origine Vvégétale prennent
beaucoup de temps pour assurer une floculation du lait.

Les résultats ne décélent aucun inconvenient a substituer la présure commerciale par
les enzymes extraites de pro-ventricule de poulet, de figuier et d’artichaut lors de la phase de
la coagulation enzymatique. Au contraire nous avons remarqué des aptitudes
avantageuses a la coagulation qui seront adaptées avec la maitrise des temps
technologiques (de la floculation a la prise totale du coagulum).

Pour conclure, nous pouvons dire que les résultats obtenus semblent intéressants
d’autant qu’ils montrent la possibilité d’obtention des extraits enzymatiques capables de
remplacer la présure commerciale dans I’industrie fromagére en adaptant ces essais
expérimentaux a grande échelle semi-industrielle et industrielle. Surtout que ces extraits
enzymatiques sont obtenus a partir de matiéres premiéres locales disponibles et inexploitées.
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En perspectives, il serait intéressant d’apporter a ce présent travail d’autres recherches plus
complémentaires, notamment par:

X/
X4

L)

La détermination du type de la technologie fromagére a adapter pour ces enzymes.
L’étude des parameétres influencant Iactivité de I’enzyme afin d’améliorer la
qualité et le rendement fromager.

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

s L’¢tablissement d’une étude de faisabilité technico-économique de I’extraction de ces

enzymes coagulantes a valoriser en fromagerie.

X/
X4

L)
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