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Résumé

Cette ¢tude consiste a déterminer 1’effet de protocoles d’extraction sur les caractéristiques des
activités enzymatiques de présures de camelins, caprins, ovins, et bovins sur le lait de ces races
animales. L’analyse physicochimique des quatre types du lait montre que celui des brebis est
riche en matieres grasses, maticres séche, et les protéines plus les autres types du lait (matiéres
grasses : 3.9%, matieres seche,: 15.6%, protéines : 4.20%). Les résultats obtenus montrent une
différence entre les deux méthodes d'extraction, car les résultats indiquent que la coagulation et
l'activité de coagulation spéciale au niveau de la présure de cameline par la protocole
wongoh(1993), et au niveau de la présure de caprine de la protocole valles et fure(1977). La
valeur protéique la plus ¢élevée a été extraite de la présure de ovine avec une valeur de 10,28
mg/ml par protocole valles/furet(1997), ainsi que la valeur du pouvoir de coagulation évalu¢ a
4015. Le temps de coagulation varie d'une présure a l'autre, et on constate que le temps de
coagulation est court aussi bien pour les présure de cameline que de caprine extraites selon la
protocole wongoh avec lait de brebis et les présure d' ovine extrait de valles et fure au lait de
chamelle et au lait de chévre. que le lait de chévre est plus facile a produire du fromage et que

pour sa sapacité a coaguler avec toutes les présures de deux protocole.

Mots clés : Extraction Wongoh - Extraction valles et furet- Présure cameline- Présure caprine-

Présure ovine - présure bovine- Laits mammiféres- Activité enzymatique de présures



Abstract

This study consists in determining the effect of extraction protocols on the
characteristics of the enzymatic activities of rennet from camels, goats, sheep, and cattle on the
milk of these animal breeds. Physicochemical analysis of the four types of milk shows that
sheep are rich in fats, dry matter, and proteins plus other types of milk (fats: 3.9%, dry matter:
15.6%, proteins: 4.20%).%). The results obtained show a difference between the two extraction
methods, because the results indicate that the coagulation and the special coagulation activity
at the level of camelina rennet by the wongoh protocol (1993), and at the level of rennet of goat
from the valles et fure protocol (1977). The highest protein value was extracted from sheep
rennet with a value of 10.28 mg / ml by valles / ferret protocol (1997), as well as the value of
the coagulation power evaluated at 4015. The coagulation time varies. from one rennet to
another, and we see that the coagulation time is short for both camelina and goat rennet
extracted according to the wongoh protocol with sheep's milk and sheep rennet extracted from
valleys and fure at camel milk and goat milk. that goat's milk is easier to produce cheese and

that for its palatability to coagulate with all the rennets of the two protocols..

Keywords : Wongoh extraction - Valles et furet(1977) extraction- Camelina rennet- Chevre

rennet- Sheep rennet- bovine rennet- Mammalian milks - Enzymatic activity of meadows
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Liste des abréviations

BSA: Sérum albumine bovin

°C: Degr¢ celsus

Da: Daltons

°D: Degré Dornic

AC:Activité coagulante

EC: Extrait coagulant

EST: Extrait sec total

V/V : Volume / volume

P/p : pois/pois

p/v : pois/volume

FAO: Organisation des nations unies pour 1’alimentation 1’agriculture
A°: Acidité Dornic

MG :matiere Gras

g/mol. : Gramme par mol

T : température

MG: Maticre grasse

M: Molaire

HCI: Acide chlorhydrique

FVO/FV : fromage a base vache présure ovin/furet valles
FVb/FV : fromage a base vache présure bovine /furet valles
FChb/w : fromage a base chévre présure bovine/ wongho
Fche/FV : fromage a base chévre présure caméline /furet valles
FCC/W : fromage a base cameline par présure cameline / wongho
FVC p/FV : fromage a base vache par présure caprine/ furet valles

FCO /W : fromage a base cameline par présure ovine / wongho



CaClz: Chlorure de sodium

NaCL :chloride de sodium

Na2So4: Sodium Dodécyl Sulfates

AlLSo4: Sulfate d aluminum

NaOH: Soude

N: Normalité.

P : poit

pH : Potentiel d’hydrogéne

S: Seconde

Tr /min: Tours par minute

RT : Rendement

Tf : Temps de floculation

Min :minute

UAC: Unité Activité¢ Coagulant

UP: Unité de Présure

V: Volume

DO: Densité Optique.
Na:HPO.: Phosphate disodique

Cusoq4: sulfate de cuivre

Nazcos3 :carbonate de sodium

CsHsKNaOg:Tartrate de sodium et potassium
H2O0 : eau distille

Tc : Temps de coagulation

UP : Unité d’Activité Coagulante.
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Introduction

Le lait est un aliment nutritif pour les étres humains, mais facilement périssable et
difficile a conserver, ou sa transformation en produit laitier qui lui permet une conservation de
longue durée (Bencharif, 2001). Ainsi, 85% de la production laitiére mondiale provient des
bovins, suivis des laits d'autres especes telles que le buffle (11%), la chevre (2,3%), les brebis
(1,4%) et le chamelle (0,2%) (FAO, 2017). L' Algérie est un pays de tradition laitiere. Le lait
et les produits laitiers occupent une place prépondérante dans la ration alimentaire des

algériens, ils apportent la plus grosse part de protéines d’origine animale.

La coagulation du lait est 1’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 différe selon la nature de l'agent coagulant et le type de fromage
(Muehlhoff, Bennett et al. 2013). Le lait est coagulé¢ grace une enzyme d’origine animale qui
est la présure de chévre, de brebis ou de bovine. Ceux-ci différent dans une région par rapport
d’autres ; qui sont change' la présure par une enzyme d’origine végétale (Desmazeaud et
Spinnler, 1997).

La présure d’origine animale (mélange de chymosine ‘80%’ et de pepsine ‘10-20 %)
est une enzyme extraite a partir d’estomac des jeunes ruminants, elle est la plus anciennement
utilisée en industrie fromagere (Mahaut et al, 2003). Selon la fédération internationale du lait
(FIL), la dénomination ‘présure’ est donnée a I’extrait coagulant provenant des caillettes de
jeunes ruminants abattus avant sevrage (Andren et al, 2002). Elle est I’agent coagulante le plus
utilisé et le mieux adapté a la transformation fromage du lait (Boumediene., 2013). Des études
en Algérie sur les différent présure d’origine animales

Les fromages sont des formes de conservation et de stockage ancestrales de la matiére
utile de lait dont les qualités nutritionnelle et organoleptiques sont trés appréciées (Jeantet et
al., 2007). Dans ce travail on a intensité de savoir I’influence. Du protocole d'extraction sur la
caractérisation ou l'activité enzymatique de présure cameline ,caprine, ovine et bovine sur le

(lait du chamelle, chévre, brebis, vache ).

Comme il n'y a pas des travaux précédents qui ciblent le comparition de deux
protocoles d’extraction d’enzyme coagulant du lait, et a fin de résoudre le probléme de le choix
a que protocole d’extraction enzymatique mielle par chaque type de présure .Ce présent travail
vise pour la premiere fois de compare les caractérisations de quelques présure d’origine animale

avec deux protocole d’extraction et 1'essai de fabrication d'un fromage frais a base d'un lait (lait
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de chamelle , le lait de chévre ,le lait de brebis et lait de vache) avec la présure cameline, la

présure caprine, présure ovine et présure bovine.

Le manuscrit suivant se compose de trois parties. La premiére partie est un résumé
bibliographique de quatre types de lait, ainsi que des agents de coagulation et du fromage. Quant
a la deuxieme partie, décrit le matériel utilisé dans 1'étude et les méthodes de leur utilisation.
Enfin, la troisiéme partie est consacrée aux constatations et a la discussion. Il comprend les
résultats obtenus a partir de la caractérisation de la matiére premiere, des coagulants d'étude
(présure cameline, présure caprine, présure ovine et présure vache) et enfin quelques essais de

fabrication de fromage frais.
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I. Chapitre 01 : Le lait

Le lait est I'une des maticres naturelles les plus précieuses et est depuis longtemps un
composant de base de l'alimentation humaine C'est 1'un des aliments les plus anciens et en méme

temps le plus important (McSweeney, 2007).

Le lait a été défini en 1908, au cours du Congrés International de la Répression des
Fraudes a Genéve comme étant : « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une
femelle laitiere bien portante, bien nourrie et non surmenée. Le lait doit étre recueilli

proprement et ne doit pas contenir de colostrum» (Alais, 1975).

Le Codex Alimentarius en 1999, le définit comme étant la sécrétion mammaire normale
d’animaux de traite obtenue a partir d’une ou plusieurs traites, sans rien y ajouter ou en

soustraire, destiné a la consommation comme lait liquide ou a un traitement ultérieure.

Les principaux composants du lait sont 1'eau, le lactose, les protéines (casé€ines et
protéines de lactosérum), les graisses et les minéraux il est le produit de sécrétion des glandes
mammaires des mammiféres, comme la vache, la chévre et la brebis, il est destiné a

l'alimentation du jeune animal naissant (Carole ,2002).
I .1 Lait chamelle

I.1.1 Généralité

Le lait de chamelle est généralement blanc opaque et est un aspect moins visqueux que le
lait de vache. Il a une saveur douce, sucré et forte, avec un goit légerement salé. Les
changements dans le golt sont principalement causés par la nature du fourrage et de la

disponibilité de I'eau potable (Madjour, 2014)

Le pH du lait camelin frais se situe entre 6 ,0 et 6,7 cité par et (Khaskheli et al , 2005) (El-
hadi et al, 2006).

L’acidité Dornic du lait dépend du nombre de moles d’acides présents et est inversement
proportionnelle a son pH (Mathieu, 1998). Les valeurs de ’acidité titrable exprimée en degré
Dornic, du lait camelin varient d’un auteur a ’autre. Elle est de I’ordre de 15,6°D (Badaoui,

2000) .Et sa densité se situe entre 1.022 a 1.032 (Cherfi, 2003).
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I.1.2 Compositions du lait chamelle :

Il existe une grande variabilité dans les données publiées sur la composition du lait de
chamelle. Plusieurs facteurs influencent la composition du lait dont 1’alimentation, le stade de

lactation, la parité et la race.
I.1.2.1 Eau

La teneur en eau varie en fonction de sa disponibilit¢ dans I’alimentation. Pendant la
période de sécheresse, elle atteint sa valeur maximale. D’une maniere générale, elle est présente
dans le lait en quantité suffisante pour couvrir les besoins du chamelon. En cas de restriction
des chamelles en eau alimentaire, le lait se traduit par une dilution (86%), dans un régime
déficient, elle s’¢leve a 91%. Il semble que c’est un mécanisme d’adaptation au manque d’eau

permettant de protéger le chamelon de la soif (Siboukeur, 2011).
1.1.2.2 Matiére grasse

Dans le lait de chamelle, la mati¢re grasse (MQG), représentant 2,7 a 3,6 % de la

composition globale (Farah, 1996 ; Karray et al, 2005).

Le lait de chamelle est en moyenne plus faible en matiere grasse que le lait de vache. Cependant,
les globules gras du lait de chamelle sont de tres petites tailles (1,2 a 4,2 u de diameétre) et restent
donc en suspension méme apres 24 heures de repos, contrairement au lait de vache dans lequel

ces globules constituent une couche grasse en surface au bout de quelques heures.

Par ailleurs, la matiére grasse du lait de chamelle apparait liée aux protéines, tout ceci explique

la difficulté a baratter le lait de chamelle pour en extraire le beurre (Chethouna, 2011).
1.1.2.3 Protéine

La teneur en protéines du lait de chamelle varie de 3 a 3,90%, il contient deux principaux
groupes les caséines (insolubles a pH de 4,3) et les protéines sé€riques (solubles a ce méme pH)

(Yagil ,1982; Abbas et al., 2013; Kula et al, 2016).

Le lait de chamelle est une source considérable de protéines et de peptides capables de moduler
diverses fonctions physiologiques. Sur le plan nutritionnel, il est de bonne qualité puisqu’on

retrouve tous les acides aminés indispensables (Azza et al, 2007).
1.1.2.3.1 caséines

Les caséines de lait camelins sont des phosphoprotéines élaborées dans les cellules

lactogénes mammaires et déterminent une concentration de 72 a 76 % des protéines totales .Les
6
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cas¢ines camelines possédent une organisation micellaire. Ces micelles sont des colloides
¢édifiés a partir de quatre types de caséines (as1-CN, as2-CN, B-CN et k-CN) en interaction avec
une fraction minérale dont le composant prés dominant est le phosphate de calcium (Chibah,

2011).

La répartition des fractions caséiniques en masse pondérales est de 22% pour as1-CN, 9,5%
pour as2-CN, 95% pour B-CN et 3,5% pour la k-CN. Leur masse moléculaire (MM) respective
est évaluée a 24,7, 22, 25 et 22,6 KDa (Chibah, 2011).Le lait camelin est semblable au lait
humain car il contient un grand pourcentage de B cas€ine, elle est plus sensible a I'hydrolyse

peptidique que as2 (El Agamy et al ,2009).
1.1.2.3.2 protéines de lactosérum

Le terme protéines sériques désigne les protéines du lait qui restent solubles apres
précipitations des caséines a PH isoélectrique. Ce sont des protéines globulaires diversifiées en
structure et en propriétés (Snoussi , 2011) . Elles sont représentées par 1’ a lactoglobuline , la
sérum-albumine bovine (BSA), les immunoglobulines ; les protéase peptone ,lysozyme ,

lactoperoxydase, lactoferrine ( Kappler et a/,2004).

Concernant, la B-lactoglobuline. Qui est la protéine majoritaire dans le sérum de la plupart des

espéces laiticres, elle est absente dans le lait humain et camelin ( E1 Agamy et al ,2009).
1.1.2.4 Lactose

Le lactose est I’hydrate de carbone le plus important dans le lait. Sa teneur dans le lait
camelin varie de 3,4 4 5.6, avec des taux moyens légeérement supérieurs a ceux rencontrés dans

le lait de vache (Chibah, 2011).
1.1.2.5 Vitamines

De nombreuses vitamines telles que D, E, A, C et des vitamines du groupe B se
retrouvent dans le lait de chamelle (Haddadin et al, 2008; Seboussi, 2008). Le lait camelin
contient des teneurs plus faible en vitamines A (rétinol), E (tocophérol), et en certaines
vitamines du groupe B (vitamine B1 ou thiamine), B2 (riboflavine), B3 (niacine), B5 (acides
pantothénique), B9 (acide folique) et en vitamine B12 (Benguettaia etal/ , 2013; Benguella,
2015; Brezovecki et al., 2015; EL-hatmi et al, 2015;Sisay et al, 2015).

Le lait de chamelle est riche en vitamine C (acide ascorbique) cette richesse en vitamine C
est de nature a compenser la rareté des fruits et 1égumes dans les zones arides (Stahl et al,

2006).
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1.1.2.6 Minéraux

Le lait de chamelle constitue une bonne source d’apport en minéraux (macro et
oligoéléments) pour le chamelon et le consommateur humain, certains auteurs ont rapporté que
la variation de la composition minérale du lait camelin est influencée par 1’alimentation, 1’état
de déshydratations, la saison, 1’état sanitaire de la mamelle et le stade de lactation (Sumia
Fadul, 1996; Boudjenah, 2012; Elhardallou et EI-Naggar, 2014; Benguella, 2015). Le lait
de chamelle est plus riche en éléments minéraux majeurs (sodium, potassium, fer, cuivre, zinc,
magnésium et de petites quantités de fer) cette valeur varie entre 0,60 et 0,90 pour cent et des
oligo-¢léments qui se trouvent sous forme de sels (phosphates, chlorures et citrates) (Siborker

et Al., 2011).
I.1.3 Aptitude technologique:

Le lait de chamelle est réputé pour son inaptitude a la coagulation. Il répond a des
particularités qui limitent sa valorisation et sa conservation pour la transformation en formage
et beurre et produits acidifiés, toutefois, moyennant des adaptations technologies de ce lait
devient transformable avec des rendements et des qualités organoleptiques satisfaisants

(Kamoun, 1995; Mahboub et al., 2010).

Par ailleurs, la faible aptitude a la coagulation enzymatique aboutit a une affinité limitée
pour la présure et a une structuration limitée des gels formés. Les origines de cette aptitude
limitée sont la teneur réduite en matiére séche totale et caséine, notamment en saison chaude,
le diametre €levé des micelles de caséine, et la teneur réduite en caséine kappa (Ramet, 2003;
Boughellout, 2007). Dans le cas de la coagulation acide du lait de chamelle, la formation du
caillé est assez lente, car I’acidification est limitée par le systéme antimicrobien du lait, ce qui

retarde autant le phénomeéne de coagulation (EL-agamy, 2000).
I.1.4 Utilisation médicinale et thérapeutique du lait de chamelle

Le lait de chamelle a été utilis¢ comme médicament dans certaines parties de 1'Asie et
en Afrique depuis les temps anciens, mais ce n’est que récemment que les scientifiques ont
commencé a s’intéresser aux avantages thérapeutiques revendiqués. Actuellement, il y a plus
de preuves issues des essais de laboratoire alors que les études cliniques restent limitées. Ainsi,
plusieurs vertus thérapeutiques sont attribuées au lait de chamelle notamment contre le diabéte

sucré, le cancer, l'allergie alimentaire, certaines infections virales, bactériennes et infestations

parasitaire (Faye et al ,2015).
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1.2 Lait de chévre
1.2.1 Généralité

Le lait de chevre est un liquide blanc opaque, caractérisé par une saveur dougatre et peu
sucrée et agréable (Duteurtre et al, 2005 ; Melo et al, 2013). 1l donne une impression bien
homogéne : ni trop fluide ni trop €pais (Bosset, 2000 ; Coulin, 2003) et il est caractérisé par
une flaveur particuliere et un gout plus relevé que le lait de vache (Zaller,2005; Jooyandeh et
al ,2010)

Le pH du lait de chévre, se caractérise par des valeurs allant de 6,45 a 6,90 (Remeuf et
al, 1989) avec une moyenne de 6,7 différent peu du pH moyen du lait bovin qui est de 6,6
(Lejaouen ,1990). L’acidité titrable, exprimée en degrés Dornic (° D) est de 15 a 18° D.
Densité oscille entre 1,028 et 1,034 4 20 °C.

Le lait de chévre est une source de bienfaits pour la santé de I’homme. Bien plus précieux que
la fortune, la santé se révele fortifiée par la consommation du lait de chevre et de ses dérivés,
fromage, beurre, yaourt, kéfir..... (Christian ,2006).

1.2.2 Composition du lait de chévre :

Les composants du lait de chévre sont toutefois soumis a de grandes variations. Les
¢écarts sont dus en particulier a la race, mais aussi a 1’alimentation et au stade de lactation des
animaux .

1.2.2.1 Eau

L'eau est le constituant le plus important du lait (FAQO, 2002). II se trouve sous deux
formes: 1'eau libre (96 % de la totalité) et 1'eau li¢e a la matiére seéche (4 %). Le lait de chevre
est constitué de 87% d’cau (Amiot et al, 2002).

1.2.2.2 Matiére grasse

Les matieres grasses du lait de chévre sont caractérisées par la longueur des chaines de
carbone. En effet, le lait de chévre contient deux fois plus de triglycérides a chaines courtes et
moyennes. Ces acides gras étant reconnus pour leur facilité d’absorption. (Lambert ,1999.
Pellerin, 2001). La composition des acides gras est une autre raison de la bonne digestibilité
du lait de chevre ( Wehrmiiller et al, 2007).
1.2.2.3 Protéines

Les protéines du lait de chévre comme celles des autres espéces de mammiferes, sont

composées de deux fractions, I’une majoritaire dénommées caséines (représentant environ 80
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%) (Mahe et al, 1997), précipite a pH 4,2 pour le lait de chevre et 4,6 pour le lait de vache
(Masle et al, 2001).

L’autre, minoritaire (représentant 20 %) et dénommeées protéines sériques se
caractérisant par leur solubilité¢ dans les mémes conditions de pH (Chanokphat, 2005). Par
rapport au lait de vache, les teneurs en protéines sont nettement plus faibles dans le lait de
chevre (28 g/l contre 32 g/l) (Roudj et al, 2005).

1.2.2.3.1 Les caséines

Par rapport au bovin, le lait caprin présente les mémes constituants caséiniques (casé€ine
aS1, aS2, B et k). Ces protéines forment des structures micellaires en suspension par interaction
du phosphate de calcium, avec les résidus phosphosérines de celles-ci (Marlettaet al, 2007).
Le lait de chévre contient une quantité plus grande de caséine de type béta alors que le lait de
vache contient des quantités équivalentes entre les casé€ines alpha et béta. (Sylvain, 2004).

1.2.2.3.2 protéines de lactosérum

Les protéines de sérum, qui représentent environ 20 % des protéines totales, se
retrouvent sous forme de solution colloidale. Les deux principales sont la B-lactoglobuline et
I’a- lactalbumine ; les autres protéines du sérum sont les immunoglobulines, la sérum-albumine
bovine (BSA) et la lactoferrine. Ces protéines sériques se caractérisent par la sensibilité au
traitement thermique (Lorientet al, 2000).

1.2.2.4 Lactose

L'hydrate de carbone principal du lait de chévre est le lactose avec 44% et sa
concentration ne varie pas excessivement durant la lactation, et sa teneur varie de 44 a47 g/1 (St-
gelais et la 2000).
1.2.2.5 Vitamines

Les deux laits (de chevre et de vache) comportent la méme quantité¢ de vitamine D
(Soustre, 2007). Le lait de chévre comporte pres de deux fois plus de vitamine A que le lait de
vache. Elle se retrouve exclusivement sous forme de rétinol. Le rétinol s’avére étre la forme la
plus active et la plus rapidement utilisable par le corps (Debry, 2001). Le lait de chévre ne
contient que des traces de caroténe. Ce déficit en carotéene du lait est a 1’origine de leur
blancheur caractéristique (Debry, 2001).
1.2.2.6 Minéraux

La quantité des minéraux contenus dans le lait apres incinération varie de 0,60 a 0,90%.

Ils prennent plusieurs formes ; ce sont le plus souvent des sels, des bases, des acides. (Amiot

10
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et al, 2002) .Selon (Gaucheron,2004), le lait contient des quantités importantes de différents
minéraux. Les principaux minéraux sont calcium, magnésium, sodium et potassium pour les
cations et phosphate, chlorure et citrate pour les anions .s’ajoutent certains éléments comme le
soufre dans les protéines et les oligo-¢léments suivants, qui sont présents a de faible
concentration ou a 1’état de trace : manganese, bore, fluor, silicium, molybdéne, cobalt, baryum,
titane, lithium, et probablement certains autres (Amiot et al, 2002).

1.2.3 Aptitude technologique

La fabrication de fromage reste la forme principale de valorisation du lait de chevre.
L’aptitude fromagere de ce lait est sous 1’influence directe de sa composition physicochimique

(qualité intrinseéque) (Barrionuevo et al, 2001).

Les activateur plasminogene (AP) dans le lait de chévre sont associés a une détérioration
de propriétés coagulantes du lait, trés probablement dues a protéolyse de la caséine liée a

l'activité de la plasmine (PL) (Fantuz et al, 2001).
1.2.4 Qualité thérapeutique et nutritionnelle

L'apport de vitamines et de minéraux dits antioxydants passionne les nutritionnistes
actuellement a cause des possibilités de réduire les risques de cancers, de maladies
cardiovasculaires et de cataractes, pour ne parler que des maladies les plus fréquentes. A ce
sujet, on peut noter que le lait de chévre contient autant de sélénium que le lait maternel et deux
fois plus de glutathion peroxydase que le lait de vache. Le sélénium qui est un métal nécessaire
a l'activité enzymatique glutathion peroxydase (antioxydant qui agit conjointement avec le

sélénium) (Sylvain, 2004 ).

Dans les cas d’intolérance a la protéine laitiere ou au lactose qui ne comporte aucun
risque majeur pour la santé ou la vie du patient, le lait de chévre pourrait étre une alternative a

essayer (Sylvain, 2004).

D’un point de vue énergétique, avec 710 contre 650 kcal/l pour le lait de vache, le lait
de chévre constitue une source importante d’énergie. La fraction lipidique du lait caprin est
pauvre en acides gras polyinsaturés nécessaires au métabolisme humain, mais riche en acides

gras a chaines courtes et moyennes (C4 a C 10) favorisant la digestibilité¢ (Barrionuevo et al,

2001)

11
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1.3 Lait de brebis
I.3.1. Généralité

Le lait apparait comme un liquide opaque, blanc mat, plus ou moins jaunatre selon sa teneur
en caroténes et en maticre grasse, il a une odeur peu marquée mais reconnaissable (Cniel, 2006).

1.3.2. Composition du lait de brebis

La composition du lait varie d’une espéce mammifeére a une autre, ou on constate la présence
des mémes éléments dans chaque lait mais avec des pourcentages différents. Le lait de brebis
est plus riche en nutriment, plus de protéines, de maticre grasse que le lait de vache ( Haenlein,
2001; Kaminarides et al., 2007 ; Park et al., 2007 ; Barlowska et al., 2011).

1.3.2.1 Eau

L’eau est un élément quantitativement le plus important parmi les autres nutriments. Les
différents laits sont généralement riches en eau, ’% litre du lait (2 grands verres) apporte 450 ml
d’eau. Donc I’eau participe a la couverture des besoins hydriques de I’organisme.Dans le cas
du lait de brebis la quantité d’eau est réduite par rapport aux autres laits ou elle est évalu¢ a
82.2% ces pour cela le lait de brebis est plus dense que le lait de vache et le lait de chévre
(Fredot, 2005) .
1.3.2.2 Le protéine

Les protéines constituent une part importante du lait et des produits laitiers. Le lait de
brebis entier est plus riche en protéines que les autres laits et contient environ 55.6g/1 de matiere
azotée totale, la composition en acides aminé est excellente car il contient tous les acides aminés
indispensables a 1’organisme a proportion de 2.83g/1. les protéines du lait sont généralement
des caséines mais on y trouve aussi les protéines de lactosérum (Vignola et al., 2002) .

a- les caséines: représente presque 80% des protéines totales, elles sont généralement en
suspension colloidale et se regroupent sous formes sphérique appelée micelles. Les caséines
précipitent sous 1’action de la présure enzymatique ou lors de ’acidification a un pH de 4.6
(Mahon D. et Brown R., 1984) .

b- les protéines de sérum: représentent environ 20% des protéines totale, elles se trouvent sous
forme de solution colloidale et qui précipitent sous 1’action de la chaleur. Les deux principales
protéines de sérum sont: la f lactoglobuline et I’a lactalbumine et les autres protéines de sérum
sont les immunoglobulines et différentes enzymes sont présentes dans le sérum (Eigle et al.,

1984) .
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1.3.2.3. Matiére grasse

Le lait de brebis entier contient environ 70g/1 de matieres grasses. Composées a plus de
99% de lipides. Les acides gras sont classés en fonction de la longueur de leur chaine carbonée
(de C4 a C22) et du nombre de double liaison. La MG du lait de brebis contient de 48g/1 d’AG
saturés (en moyenne 69%) et(en moyenne 27%) pour les AG insaturés essentiellement sous 2
forme : 16g/l d’AG mono-insaturée et 3g/l sous forme poly-insaturée (Gilles lagriffoul et al.,
2008 ).
1.3.2.4. Lactose

Le lait de brebis contient pres de 4.5% de lactose. D’autres glucides peuvent étre présents
en faible quantité, comme le glucose et le galactose (Vignola et al., 2002) .

I.3.2.5. Vitamines

Les vitamines sont des substances biologiquement indispensables a la vie puisqu’elles
participent comme cofacteurs dans les réactions enzymatiques et dans les échanges a 1’échelle
des membranes cellulaires. Le lait figure parmi les aliments qui contiennent la plus grande
variété de vitamines, toutefois, les teneurs sont souvent assez faibles. On répartit les vitamines
en deux classes :

-les vitamines liposolubles (A, D, E et K): s’associent aux différents lipides .

-les vitamines hydrosolubles (B,C):ces vitamines se retrouveront en plus grande concentration
dans le lactosérum (Vignola et al., 2002) .

1.3.2.6. Minéraux

Le lait de brebis est une excellente source de minéraux nécessaires pour la croissance ou
ces ¢léments présentent presque 10g/l. La digestibilité du calcium et du phosphore est
exceptionnellement élevée dans le lait de brebis ou elle comprise respectivement entre 199 a
200mg/100g pour le Ca et 158mg/100g pour le phosphore. Le potassium aussi a une valeur
¢levé de 103mg/100g, le sodium a une valeur moyenne comprise entre 44 a 45mg/100g, le
chlore presque 101mg/100g, le magnésium est de 17.1mg/100g, le fer présente une situation
particulicre. Il est en quantité insuffisante (0.46mg/100g) dans le lait. (Vignola et al., 2002) .
1.3.2.7. Matiére séche

On entend par maticre seche du lait le produit résultant de la dessiccation du lait dans les
conditions décrites par les présentes normes, ces conditions consistent le séchage de quelques

grammes du lait dans un dessiccateur ou une étuve a une température ¢levé pendant 3 a 4 heures.
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Apres cette période I’eau présent dans le lait évapora et reste juste la matiére seche. Dans le cas
du lait de brebis la matiere seche est estimée de 178g/1 a 195g/1 du lait. (Afnor., 1985).
1.3.2.8. Les enzymes

Les enzymes sont des protéines globulaires spécifiques produites par les cellules
vivantes; sont présentes partout dans les aliments et méme dans le lait, ce dernier est un tissu
vivant contient de nombreuses enzymes mais leur étude est difficile car on ne peut pas
facilement séparer les enzymes naturelles du lait de celles sécrétées par les microbes présents
dans le liquide (Veisseyre., 1975) .

Le lait en générale soit de brebis soit les autres laits contient principalement 3 groupes
d’enzymes : les hydrolases, les déshydrogénases (ou oxydases) et les oxygénases. Les deux
principaux facteurs qui influencent sur ’activit¢ enzymatique sont le pH et la température
puisque chaque enzyme possede un pH et une température d’activité maximale (Vignola et al.,
2002).

-Une source de plus de 400 acides gras différents : 69% d’acides gras saturés et 27% d’acide

gras insaturés (mono et polyinsaturés) .
— Une source des glucides dont le principal est le lactose (4.5g/100g) .
— Un apport important en phosphore, potassium et le chlore .

— Un excellent moyen d’hydratation : le lait contient en effet 82.2% d’eau
(Courtet leymarios F., 2010 ; Palupi E., 2012).
1.3.3 Aptitude technologique

Le lait de brebis a des concentrations élevées de globules gras, qui sont plus petites que le lait
de vache ; avec des diametres moyens d'environ 3.6 et 3.0 um contre 4.0 pm, selon ( Gantner
et al., 2015) et (Balthazara et al., 2017). La partie protéique a un impact majeur sur la nutrition
et ’aptitude technologique du lait. Les protéines du lait sont constituées de groupes hétérogenes
en termes de composition et de propriétés. Elles sont divisées en caséine qui est le principal
groupe de protéines et de fractions de protéines du lactosérum dans une moindre mesure. Le
lait de brebis est riche en caséine (4,2 a 5,2 g/ 100 g) et en protéines de lactosérum (1,02 a 1,3
g /100 g, Dario et al., 2008 ; Selvaggi et al., 2014a).

1.2.4 Qualité nutritionnelle

I1 s’agit de la composition qualitative et quantitative en nutriments. De tous les aliments, le lait
est celui qui est le plus complet du point de vue nutritionnel. En effet, le lait de brebis constitue :
-Une source d’énergie comprise a 429Kcal/100g du lait de brebis

-La source principale de calcium de haute biodisponibilité (199mg/100g) .
14
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-Une source des protéines animales d’excellente qualité presque (5.56g/100mg), contenant tous
les acides aminés essentiels (2.83g/100mg)
Une source de plus de 400 acides gras différents : 69% d’acides gras saturés et 27% d’acide -

gras insaturés (mono et polyinsaturés).
-Une source des glucides dont le principal est le lactose (4.5g/100g)
-Un apport important en phosphore, potassium et le chlore

- Un excellent moyen d’hydratation: le lait contient en effet 82.2% d’eau

(Courtet leymarios F., 2010 ; Palupi E., 2012).
I.4. Lait de vache
1.4.1 Généralités

I1 est un liquide opaque de couleur blanche, plus ou moins jaunatre selon la teneur en B3-
carotene de sa matiere grasse. Sa saveur est douce et son odeur faible, mais identifiable. Le pH
est voisin de la neutralité. (Pougheon., 2001 ; FAO., 2012).

Le lait est un mélange trés complexe de matiere grasse a 1’état d’émulsion, de protéines
a I’état de suspension colloidale, de sucre et de sels a I’état de solution vrai. De plus, il est riche
en calcium et phosphore, en vitamines et en enzymes (Dillon, 1989).

1.4.2. Composition du lait de vache
1.4.2.1. Eau

L’eau est le constituant majoritaire du lait (905 g/l). Elle se trouve sous forme li¢e ou
libre (Alais, 1988).

D’aprés AMIOT et al. (2002), I’eau a un caractere polaire lui permet de former une
solution vraie avec les substances polaires telles que les glucides, les minéraux et une solution
colloidale avec les protéines hydrophiles du sérum. Puisque les matieres grasses posseédent un
caractere non polaire (ou hydrophobe), elles ne pourront se dissoudre et formeront une émulsion
du type huile dans I’eau. IL en est de méme pour les micelles de caséines qui formeront une
suspension colloidale puisqu’elles sont solides.

1.4.2.2 Matiére grasse

La maticre grasse du lait se composent principalement de triglycérides, phospholipides
et une fraction insaponifiable constituée en grande partie de cholestérol et de B-caroténe (Filq,

2002).
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(Jeantet et al. 2008), rapportent que la matiére grasse est présente dans le lait sous forme de
globules gras de diametre de 0,1 a 10. La maticre grasse du lait de vache représente a elle seule
la moiti¢ de I’apport énergétique du lait. Elle est constituée de 65 % d’acides gras saturés et de
35 % d’acides gras insaturés.

La matiere grasse est dispersée en émulsion, sous forme de microgouttelettes de triglycérides
entourées d’une membrane complexe, dans la phase dispersante qu’est le lait écrémé
(Boutonnier ,2008).

1.4.2.3. Protéines

Selon Jeantet et al. (2007), le lait de vache contient 3,2 a 3,5 % de protéines réparties en
deux fractions distinctes :

- Les caséines qui précipitent a pH 4,6, représentent 80 % des protéines totales.

- Les protéines sériques solubles a pH 4, 6, représentent 20 % des protéines totales.

e Caséines : la cas€ine est un polypeptide complexe, résultat de la polycondensation de
différents aminoacides, dont les principaux sont la leucine, la proline, I’acide glutamique et la
sérine. La caséine native est composée de 94 % protéine, 3 % calcium, 2,2 % phosphore, 0,5 %
acide citrique et 0,1 % magnésium (Jean et Dijon, 1993 ; Adrian et al., 2004). La présence de
phosphate de calcium li¢ a la caséine est 'une des forces responsables de la stabilité de la
structure des micelles de caséine (Marchin, 2007).

e Protéines du lactosérum : elles représentent 15 a 28 % des protéines du lait de vache et 17%
des matieres azotées. Ces protéines sont riches en acides aminés soufrés, en lysine et
tryptophane. Elles ont de remarquables propriétés fonctionnelles mais sont sensibles a la
dénaturation thermique (Debry, 2001 ; Thapon, 2005).

1.4.2.4. Lactose

Le lait contient des glucides essentiellement représentés par le lactose, son constituant
le plus abondant apres I’eau. Sa molécule, est constituée d’un résidu galactose uni a un résidu
glucose. Le lactose est synthétisé dans les cellules des acini a partir du glucose sanguin. Celui-
ci est en grande partie produit par le foie. (Mathieu, 1999).

1.4.2.5. Minéraux

Le lait contient des quantités importantes de différents minéraux. Les principaux
minéraux sont calcium, magnésium, sodium et potassium pour les cations et phosphate,
chlorure et citrate pour les anions (Aucheron, 2004).

1.4.2.6. Vitamines
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On distingue d’une part les vitamines hydrosolubles (vitamine du groupe B et vitamine
C) en quantité constantes, et d’autre part les vitamines liposolubles (A, D, E et K) (Jeantet et
al., 2008).
On classe les vitamines en deux grandes catégories :
- Les vitamines hydrosolubles : la richesse de lait en vitamine B est réguli¢rement ¢levée
quel que soit la saison et le régime alimentaire.
- Les vitamines liposolubles : A, D, E, K, qui leurs taux dépendent de nombreux facteurs
notamment alimentaires. Le lait renferme un taux élevé de vitamine A lorsque le
rationnement des animaux est riche en herbes fraiches (fourrage vert) (Roy, 1951; Wolter,

1997) .

1.4.3. Qualité nutritionnelle

Le lait contient presque tous les ¢léments nutritifs nécessaires a la croissance du jeune
mammifere. Un litre de lait d’origine bovine contient environ 50 g de lactose, 32 g de protéines
et 40 g de matiere grasse. Le potentiel énergétique d’un litre de lait est respectivement de 2720
K1J, 2090 KJ et 1460 KJ suivant qu’il est entier, demi-écrémé ou écrémé. Le lait n’est cependant
pas un aliment complet, car carencé en fer et acides aminée soufrés (méthionine, cystéine). Il
contient des protéines riches en résidus d’acides aminés essentiels et des minéraux d’intérét
nutritionnel (calcium et phosphore) sous forme organique et minérale facilement assimilable

par ’organisme (Jeantet et al, 2008).
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Chapitre II : Agents coagulants

I1.1 Généralité

Les enzymes coagulantes sont des enzymes protéolytiques retrouvées chez tous les
organismes vivants. Ce sont des endopeptidases appartenant a la famille des protéinases
aspartiques car elles possédent deux résidus aspartyls dans le site actif impliqués de maniére

décisive dans la catalyse (Rawlings et al, 2004).

Elles sont utilisées depuis trés longtemps dans la fabrication de fromage. En 1874,
Hansen, un pharmacien danois, commercialise la premiére présure qui est une préparation
coagulante extraite de I'abomasum de veau non sevré et renfermant deux enzymes actives : la
chymosine (80%) et la pepsine (20%). Cet extrait est depuis standardisé et utilisé¢ directement

par l'industrie laitiére.

Actuellement, la présure de veau est la plus largement utilisée en fromagerie (Mahaut
et al. 2000 ). Toutefois, elle couvre seulement 20 a 30% de la demande mondiale en coagulants
(Jacob et al, 2011). De nombreux substituts d'origines animale, végétale, microbienne ou par
voie génétique (chymosine) ont été proposés, mais seuls quelques-uns se sont révélés aptes a

une production fromagére de haute qualité.

I1.2 Criteres de choix de I'agent coagulant

En effet, Les enzymes coagulantes de remplacement doivent répondre a un certain

nombre de conditions :

X8 L’activité protéolytique doit étre faible comparativement a I'activité coagulante ;

X La spécificité protéolytique sur la a-caséine doit étre faible, sinon I'amertume se produit

dans le fromage (Dalgleish, 1992; Fox et Kelly, 2004).
- la pureté chimique et la qualité microbiologique doivent étre élevées.

- le rendement fromager devrait étre identique a celui de la présure (Germonville, 2003;

Mistry, 2012).
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11.3. Présure

I1. 3.1. Définition

La présure est une enzyme protéolytique, extrait de la quatriéme poche de 1'estomac
(abomasum ou caillette) des jeunes ruminants nourris exclusivement au lait (avant sevrage)

(Eck et Gillis, 1997).

La présure de veau est l'agent coagulant traditionnellement utilisé pour la coagulation
du lait en vue de la fabrication de la majorité des fromages (Alais, 1984; Ramet, 1997). Elle
contient deux fractions actives, 1'une majeure, constituée par la chymosine (80%) l'autre,

mineure, par la pepsine (10 — 20%). (Alais, 2003).

II.. 3.2 Origine et dénomination

La présure de veau est la préparation coagulante traditionnelle la plus utilisée pour la
coagulation du lait (Alais, 1984 ; Wigley, 1996). De moindres quantités sont obtenues a partir

de I’estomac de chevreau et d’agneau.

La dénomination présure est réservée a I’extrait coagulant provenant de la troisiéme
poche de I’estomac appelée abomasum ou caillette. Elle renferme deux enzymes actives. La
chymosine est la protéase majeure responsable d’un moins 85% de 1’activité coagulante totale

le complément est apporté par la pepsine.

On observe les plus fortes teneurs en chymosine chez les animaux non sevrés ; dés que
la ration alimentaire renferme des aliments solides et que le jeune animal commence a brouter,
la proportion de chymosine chute trés fortement ; a I’inverse, la pepsine devient dominante et

caractérise la sécrétion stomacale du mammifere adulte (Garg et Johri, 1993).

I1. 3.3. Caractéristiques physico-chimiques de la présure

+* Bonne solubilité dans l'eau : Celle-ci conditionne la répartition du produit et permet

l'obtention d'une coagulation homogene dans toute la masse du lait.

+* Une odeur et couleur faible ou nulle de facon a ne pas modifier l'aspect et les qualités

organoleptiques du fromage.

J , , , . . y e . . N P .
%* Un degré de pureté élevée, indispensable pour éviter divers accidents dus a la prolifération

des micro-organismes indésirables ou a des activités d'enzymes contaminants.

J . e
*%* Absence de toxicité pour le consommateur.
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% Activité antibiotique nulle de facon a ne pas perturber le développement des ferments
lactiques au cours du processus d'élaboration du fromage.
% Activité protéolytique et lipolytique faible.

I1..4 Différentes enzymes coagulantes le lait :

I1..4.1. Enzymes coagulantes d'origine animale

La présure qui est utilisée sous forme de liquide est en réalité, un mélange de deux
enzymes bien distincts. Les deux enzymes existent en proportion différente suivent I’age de

I’animale, sont la chymosine et pepsine.

II. 4.1.1 La pepsine

La pepsine, découverte par Theodor Schwann en 1825, fut la premicre enzyme identifié¢e
dans la famille des protéases aspartiques. En 1836, Schwann avait dénommé pepsine la protéase

qu'il avait obtenue a partir de 1'estomac de porc (Foltmann et al, 1995).

La pepsine est une protéase acide de présente dans le suc gastrique de tous les
mammiferes et les oiseaux. L'une de ses remarquables caractéristiques est sa grande activité
dans cet environnement acide; elle est active méme a pH 1 ou plusieurs enzymes et protéines

subissent une rapide dénaturation (Isselnane, 2014) .
A - pepsine bovine

C'est un des constituants mineurs normaux de la présure,. Elle est extraite des caillettes
de bovidés adultes, et son poids moléculaire est de 33400 Da. (Aissaoui, 2016). L'activité
coagulante de la pepsine bovine n'est pas aussi dépendante du pH que celle de la pepsine
porcine, et peut coaguler le lait & des pH supérieurs a 6.9, son activité protéolytique est proche

de celle de la présure (Boughellout ,2007)
B-pepsine de poulet

Dans le tube digestif de poulet, la pepsine est sécrétée au niveau du proventricule qui
est située légerement a gauche dans la cavit¢ abdominale entre le jabot et le gésier. C’est un
ronflement fusiforme (de 3 cm de long en moyenne chez la poule) dont la muqueuse est tres
riche en glandes a mucus. La paroi interne, trés épaisse, est formée de lobules dont chacun

constitue une glande composée, disposée radialement a 1’axe de 1’organe (Khelil ;Taleb ,2017).
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C- pepsine porcine

C'est extraite de I'estomac de porcs sous forme inactive, puis activée par acidification a
pH 2, son poids moléculaire est de 34500 Da. L’emploi de la pepsine porcine présente pour la
coagulation du lait des difficultés, a cause d'une activité protéolytique supérieure a celle de la
présure, avec présence d'arriere golt et d'amertume pour certains fromages. (Boughellout
.2007) présure, avec présence d'arriére-gott et d'amertume pour certains fromages (Brulé et

Lenoir, 1997).

II. 4.1.2 Chymosine

La chymosine est la principale composante de la présure. D’aprés ( Mahout et al.,
2003), la chymosine est une endo-peptidase appartenant au groupe des protéases acides
aspartates, est secrétée sous forme inactive. Selon (Boudier et Luquet, 1981), la chymosine
est secrétée dans la caillette animale sous une forme inactive qui est transformée par la suite en
enzyme active par un processus auto-catalytique par les ions H+, elle a une activité coagulante

énorme .

Elle est stable a pH 5,3-6,3, inactive a pH voisin de 7,5 et dénaturée a pH 8, son activité
est affaiblie a température ambiante (20 a 35°C) et inhibée a 65°C, sa température optimale est

de 42°C (Goursaud, 1999).

Il y a plusieurs configuration de la chymosine telle que: la chymosine A, la chymosine
B, la chymosine C, les principales différences entre ces chymosine sont indiquer dans le tableau

au-dessous (Tableau N°01 ).
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Tableau N°01 : Principales différences entre la chymosine A, B et C (Lilla et al, 2005;
Rampilli et al, 2005; Harboe et al, 2010 )

Propriétés Chymosine A Chymosine B Chymosine C

Acides aminés Acide asparfique en Glycine en position Plusieurs acides

différents position 244 244 ammnes differents

MM 35,71 kDa 3565 KkDa Non déterminé

pHi 444 457 4.60

Stabilité Moins stable. Plus stable, Plus stable,
facilement difficilement difficilement
degradable degradable degradable

Abondance dans la Peuabondante La plus abondante Composant mineur

présure animale

Activité Activité  coagulante La  plus  faible Acoivité coagulante

30% supénieure a activite coagulante: 653% supénieure a
celle de la =223 IMCU mg'l celle de la
chymosine B : chymosine B :

=290 IMCU mg =368 IMCU mg™

I1..4.2. Enzymes coagulantes d'origine végétale :

Ont ét¢ utilisés pendant des siccles dans la fabrication artisanale de fromages ovins
et/ou caprins, principalement au Portugal, dans les régions frontali¢res de I'Espagne et les pays
d'Afrique de I'Ouest (Roseiro et al, 2003 ; Raposo et Domingos, 2008).

De nombreuses protéases aspartiques extraites de plantes supérieures présentent un bon
potentiel comme agents coagulants dans l'industrie fromagere (Simdes et Faro, 2004). On
retrouve la papaine (feuilles de papaye), la broméline (tige de 'ananas) et la ficine (suc du
figuier) (Cattaneo et al, 1994 ; Llorente et al, 2004 ; Low et al, 2006 ; Egito et al, 2007).
Ces protéases sont caractérisées par une activité coagulante assez forte mais leur utilisation
industrielle est limitée par leur fort pouvoir protéolytique (Claverie-martin et Vega-
hernandez, 2007).

L’extrait coagulant de Cynara cardunculus (une variété de chardon) a été largement
utilisé pour la fabrication traditionnelle de fromages de brebis (Roseiro et al, 2003).
Trois protéases aspartiques (cynarase 1 a 3) ont été identifiées dans cet extrait (Heimgartner
et al, 1990).

Ce sont des glycoprotéines dimériques qui diffeérent par la taille de leurs sous-unités,

leur degré de glycosylation et leur activité coagulante (Cordeiro et al, 1992).
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Verissimo et al (1996) ont isolé deux autres protéases de cet extrait a savoir les cardosines A
et B. La cardosine A comporte deux sous-unités ayant une massemoléculaire apparent de 15 et
31 kDa, alors que la cardosine B se compose de deux sous-unités de 14 et 34 kDa (Silva et
Malcata 1999).

La cardosine A clive la méme liaison peptidique (Phe105-Met106) que la chymosine,
tandis que la cardosine B est semblable a la pepsine en termes de spécificité et d’activité (Faro
et al, 1995 ; Egito et al, 2007).

I1..4.3. Enzymes coagulantes d'origine bactérienne :

L'industrie de fermentation s'est intéressée a la production de protéases susceptibles de
remplacer efficacement et a moindre colt la présure, a partir de la culture de microorganismes.
Dans ce but, de multiples espéces de bactérie et de champignons inférieurs ont été étudiées afin
de pallier a la pénurie mondiale en présure. De plus et a I'inverse des protéase gastriques qui
sont synthétisées sous une forme active (Dalgleish, 1997).

11.4.3.1 Enzymes coagulantes d'origine microbienne:

Plusieurs protéases d’origine microbienne on ¢été utilisé dans la fabrication du fromage car ils

ont le méme fonctionnement que celle de la chymosine.

Elles sont produites par fermentation. Elle présente des inconvénients telle que une grande

activité Parmi les espeéces microbiennes utilisées pour la fabrication a grande échelle sont :

Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus, Cryphonectria parasitica (Claverie-Martin et
Vega-Hernanndez, 2007). D’aprés (Chitpinityol et Crabbe, 1998 et Germonville ; 2003) la
protéase aspartique produite par Rhizomucor miehei est la plus utilisé dans les industries
fromagere. En Algérie une protéase transgénique d’origine microbienne Aspergillus niger var.

awamori est actuellement utilise par les fromagers dans la coagulation du lait.

awamori est actuellement utilise par les fromagers dans la coagulation du lait.

11.4.3.2. Enzymes coagulantes d'origine fongique :
Trois espéces de moisissures sont explorées :

Endothia parasitica, Mucor pusillus et Mucor miehei. Les solutions enzymatiques
extraites de ces especes présentent des spécifications d’action et leur emploi en fromagerie
implique trois techniques d’utilisation différentes (pH, température et dose). Il est alors possible

d’obtenir des fromages de qualité souhaitée, sachant qu’avec la solution extraite d’Endothia
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parasitica, I’action protéolytique est d’avantage marquée qu’avec celle issue de Mucor pusillus
ou de Mucor miehei vis-a-vis du modéle obtenu par utilisation de présure (Goursaud, 1999 .)

Tableau N 02 : Origine des différentes enzymes utilisées pour coaguler le lait (Sppail, 2007)
coagulants autorisés en France

** PVGQG : préparée par voie de génie génétique
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IL.5. Coagulation du lait
IL1.5.1. Définition

La coagulation du lait est une étape importante dans la préparation du fromage. Il s’agit de la
transformation du lait liquide en un gel, appelé aussi coagulum ou caillé. On distingue deux
types de coagulation : la coagulation acide et la coagulation enzymatique Cependant, en
fromagerie, la coagulation du lait résulte le plus souvent de I’action combinée d’une enzyme et
de I’acidification, seule varie I'importance relative de leur action coagulante respective.

Les mécanismes d'action de ces deux agents coagulants au niveau de la micelle sont tres
différents. Bien qu'ils conduisent tous deux a la formation d'un coagulum (gel ou caill¢), les
propriétés rhéologiques de ce dernier restent caractéristiques du mode de coagulation (Farkye,
2004 ; Janhgj et Qvist, 2010) .

I1.5.2.Type de coagulation

I1.5.2.1 Coagulation acide

Elle consiste a précipiter les caséines a leur point isoélectrique (pHi= 4,6) soit :

X par acidification biologique a l'aide de bactéries productrices d'acide lactique
(bactéries lactiques contaminant a I'état naturel le lait ou apportées sous forme de

levains) (Mahaut et al, 2005).

X par acidification chimique (injection de CO2 addition de gluconodeltalactone)
(Mahaut et al, 2000).
Le gel formé présente une perméabilité satisfaisante, mais une friabilité¢ élevée avec une
¢lasticité et plasticité pratiquement nulles dues au manque de structuration du réseau. (Figure

Ne1).
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CaHpo colloidal  partie C terme de la caseine k
b 4 Diminution des repulsion

Deésintegration des micelles

Micelle de caseine ~ ;. Agregaion des micelles

Solubilisation du CaHpo, colloidal |
‘ Contraction du ;.:|

Solubilisation de caseines 5

«~inhom ogene

Distribution des micelles : homogene

Figure N°1 : Modification de la structure micellaire au cours de l'acidification (Jeantet, 2007).

I1.5.2.2. Coagulation enzymatique

Il s'agit de l'action de la présure (plus précisément de la chymosine) qui va hydrolyser
préférentiellement la caséine K en un site préférentiel de coupure. (Figure N°3)

La coagulation de type présure a généralement lieu pour des pH compris entre 6.2 et 6.7 : pH
pour lesquels la déminéralisation de la micelle est nulle ou faible. Dans ces conditions, la

structure de la micelle est stabilisée. (Lenoir et al, 1985).

) f -~ Wy . - L Hydrolyse par lachymosine
> -  CMP -

Micelles de caséine
Par acaséinate

Il. Agregation

Reticulation

Reseau gelifie

Figure N°2: Modification de la structure micellaire au cours de la coagulation présure (Jeantet,
2007).
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I1.5.2.3. Coagulation mixte

Elle résulte de 1’action conjuguée de la présure et de 1’acidification .Cette protocole est utilisée
pour 1’obtention de fromages frais (petits-suise, demi-sels) et de fromages a pate molle
(camembert). (Mahaut et al.,2003).

Dans les deux cas, aprés formation de coagulum celui-ci s’exsude et se détache du lactosérum.
C’est la synérese du caillé ou égouttage. Ce phénomene de synérese est rapide pour le coagulum
par emprésurage et lent pour le coagulum acide (Lenoir, 1985).

I1. 5.3. Mécanismes de la coagulation

Les mécanismes d'action de ces deux agents coagulants au niveau de la micelle sont tres
différents. Bien qu'ils conduisent tous deux a la formation d'un coagulum (gel ou caill¢), les
propriétés technologique ce dernier restent caractéristiques du mode la coagulation (Farkye,
2004; Janhgj et Qvist, 2010).

La chaine peptidique de la caséine K est ainsi coupée en 2 segments de caractéristiques
différentes :
< Le segment 1-105 ou paracaséine K est hydrophobe, basique et reste intégré
lamicelle.
< Le segment 106-169 ou caséinomacropeptide (CMP) est trés hydrophile, acide
et passe dans le lactosérum (Fox et al, 2000; Mcsweeney, 2004).

A
: : Coagulation lotale 7

Coagulation visible (flocons)

&8

i

Début de la phase secondaire

Taux dhydrolyse (%)

Début de la phase primaire

=
@
@
@

Viscosité du milieu

S e e -
—

Temps

Figure N°3 : Evolution de 1'hydrolyse de la caséine K par la présure et de la viscosité du lait au
cours des différentes phases de sa coagulation (Mahaut et al., 2000).
v' La coagulation du la lait par la présure se déroule en trois étapes désignées
communément par :
a) hydrolyse enzymatique de la caséine K ( Phase primaire).
b) L agrégation des micelles déstabilisées (Phase secondaire).
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c) Laréticulation ettt laaa formation du gel (Phase tertiaire).
a-Phase primaire

La présure attaque la composante qui stabilise la micelle de caséine (la caséine K) au
niveau de la liaison PHE105-MET106 (Mahaut et al., 2000; Vignola, 2002; Anema et al.,
2005).

I1'y a alors coupure de la chaine peptidique en deux segments inégaux :

Le segment 1-105 est la paracaséine- K et le segment 106-169, le caséinomacropeptide
(CMP). La paracaséine- k liée aux caséines a et reste intégrée a la micelle hydrophobe et le
CMP contenant tous les glucides est libéré et passe dans le lactoserum. Le CMP est la partie de
la caséine k qui est fortement chargée négativement et responsable des répulsions stériques et
¢lectrostatiques. La chymosine supprime cette chevelure stabilisante de la micelle (Cayot et
Lorient, 1998).

b. Phase secondaire

C'est une ¢tape d'agglomération de mécanisme encore mal connu. Lors de cette phase,
les micelles destabilisées peuvent se rapprocher et former des liens hydrophobes par
intervention des ions calcium qui s'unissent a la partie chargée négativement des micelles
diminuant ainsi les forces de répulsion é€lectrostatiques auxquelles elles sont soumises ce qui
favorise leur agrégation (Holt, 1997; Mietton et al., 2004).

Cette phase est observable par la formation du gel. Le démarrage de cette phase
nécessite qu'au moins 85 a 90% de la caséine K soit hydrolysée. Le CMP se détache de la
cas¢ine K et la micelle perd son caractére hydrophile. Il y a diminution de son degré
d'hydratation et de son potentiel de surface. Des liaisons hydrophobes et électrostatiques
s'établissent alors entre les micelles modifiées et vont entrainer la formation du gel (Dalgleish,
1992; Mahaut et al., 2000).

c. Phase tertiaire

L’agrégation démarre lorsque 85 a 90 % de la caséine [ | est hydrolysée et elle atteint sa vitesse
maximale lorsque la totalité de la caséine k est hydrolysée. Des liaisons électrostatiques et des
liaisons hydrophobes participent a la formation du gel. Le calcium ionique et le phosphate de
calcium colloidal jouent aussi un réle déterminant dans le phénomene.

chez le jeune pré-ruminant, le rumen étant non fonctionnel et anatomiquement et

physiologiquement non mature (Tamate et al., 1962).
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I1. 5.4. Facteurs influant la coagulation du lait:

De nombreux facteurs sont susceptibles de modifier la coagulation du lait et les
carecteristiques physiques des coagulums,ces facteurs sont principalement lies a la
concentration en enzyme a la teneur en caseines et a la dimension des micelles (Mahaut et al
2000,Li et Dalgleish, 2006).

I1.5.4.1.Effet de la température:

La coagulation dépend de la température, la température optimale de la présure est de
40-42°C. A température inférieure de 10 c il ya pas de coagulation du lait. La coagulation est
Lente a des températures supérieures a 20. De 20 a 42 la vitesse de formation de coagulant
Augmente progressivement, mais a des températures plus ¢élevé le processus de coagulation
ralentie et au dessus de 6,5 cil ya pas de coagulation I’enzyme est inactivé (Brule, 2006) .

I1. 5.4.2. Effet du pH:

L’influence de pH joue un réle trés important sur le temps de coagulation (Najera et al,
2003). En passant de pH 6.7 a 5.6 la vitesse de coagulation se multiple par 30 résulte I’¢élévation
de la vitesse d’hydrolyse nécessaire pour I’agrégation. A pH supérieur a 7, il n’y a plus de
coagulation, I’enzyme étant rapidement inactivée (Lenoir et al, 2006).

I1. 5.4.3. Effet de la teneur en ions calcium (CaCl2)

D’aprés Roupas, (2001) I’ajout de CaCl2 est tres important dans la fabrication fromageére
implique la diminution de temps de coagulation et la fermenté d’un gel est plus élevés (Mahaut
et al ,2000). L’ addition de CaCl2 permet également de réduire le pH du lait résultant une
augmentation de taux d’agrégat des protéines.

I1. 5.4.4 Effet de la concentration en d’enzyme

Le temps de coagulation est inversement proportionnel a la quantité d’enzyme utilisé
(Mahaut et al, 2005). La formule suivante permet d’obtenir ce temps de coagulation :
TC =K/ E+Ta

TC : temps de coagulation

K : inverse de la constante de vitesse

E : concentration en enzyme

Ta : temps écoulé entre la fin de la réaction enzymatique et le moment de coagulation.
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I1.6. Méthode d’extraction des protéines
I1.6.1 Définition

L’extraction des protéines est un moyen efficace pour séparer et récupérer les protéines
des autres constituants non protéiques dans les produits initiaux pour avoir une mixture
homogéne et riche en protéines. Ces mixtures contiennent en général un taux de protéine plus
¢levé par rapport a leurs matieres initiales. Pour isoler une certaine protéine dans cette mixture,
on applique une méthode dite la purification de protéines. (Selmane, 2010 ) .

I1.6.2 L’objectif de ’extraction:

L’objectif de I’extraction et de la purification des protéines est de faciliter I’étude des
propriétés de structurelles et fonctionnelles de certaines protéines et en conséquence obtenir un
produit convenable a I’utilisation dans les systémes alimentaires. (Selmane , 2010 ) .

I1.6.3 Facteurs affectant I’extraction des protéines

- Avant de s’intéresser en détail a I’étape d’extraction des protéines, il est nécessaire de
connaitre la composition des matieéres premieres. En général, celles qui contiennent un taux
¢levé de lipides doivent €tre dégraissées, soit avant 1’extraction des protéines (Nath et al,
1981 ; Ragab et al, 2004), soit aprés cette extraction (Wang, 1976 ; Sathe, 1982).
L’¢limination des lipides avant I’extraction des protéines est préférable parce que la présence
des lipides peut provoquer la formation d’une émulsion et donc empécher 1'extraction des
protéines. Il faut cependant mentionner que les propriétés fonctionnelles des protéines extraites
peuvent étre influencées par le type de solvant organique choisi pour extraire les lipides.

Un autre facteur qui affecte fortement I’extraction des protéines est la présence de
composés phénoliques. Ceux-ci peuvent étre toxiques, empécher l'isolement des protéines, ou
contribuer a la décoloration et donner un mauvais golt aux ingrédients ; ils peuvent aussi
provoquer une diminution de la fonctionnalité des protéines isolées. Par exemple, les acides
phénoliques peuvent réduire les interactions entres protéines qui ont un role essentiel sur les
propriétés émulsifiantes et gélifiantes (Arntfield, 1996). Par conséquent, des traitements
préliminaires sont en général nécessaires pour éliminer ces contaminants indésirables avant
I’extraction des protéines. A titre d’exemple, les composés phénoliques du tournesol ont été
¢liminés en utilisant du méthanol a 80%, sans qu’un effet négatif n’ait été¢ observé sur le

rendement de récupération et la structure native des protéines (Gonzalez-Perez, 2002).
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I1.6.4 Principales étapes nécessaires a I’extraction des protéines

Afin d’extraire les protéines de produits solides ou semi-solides :

Afin d’extraire les protéines de produits solides ou semi-solides, la premicre étape
consiste a les solubiliser dans un solvant approprié. L’objectif de cette premicre étape est donc
de faire passer sélectivement la fraction protéique d’intérét en solution et de maintenir les autres
constituants en suspension. Le choix du solvant dépend de sa capacité a solubiliser la ou les
fractions de protéines ciblées. Par exemple, il est connu qu’on peut fractionner une solution
protéique en utilisant de I’eau distillée (albumines), une solution a 5% de NaCl (globulines),
une solution eau-éthanol a 60-90% (prolamines ou gliadines), ou encore une solution de 0,4%
de NaOH (glutélines).

Pour extraire des protéines des plantes ou des graines de mais, mais aussi des protéines
de viande, I’utilisation d’une solution aqueuse alcaline a souvent ét¢ recommandée (Coffman
et Garcie, 1977 ; Swingeler et al, 1978 ; Jelen et al, 1979 ; Gault et al, 1980 ; Ozimek et al,
1986 ; Akintayo et al 1999 ; Boles et al, 2000 ; Ragab et al, 2004).

On trouve également quelques cas ou I’extraction des protéines de viande a été réalisée
a partir de solutions de polyphosphates ou de NaCl (Haluc et al, 1984 ; Nuckles et al, 1990 ;
Aréas et al, 1993 ; Boles et al, 2000 ; Xiong et al, 2000), ou parfois des solutions de SDS
(Gault et al, 1980). En revanche, les solvants organiques sont rarement utilisés pour extraire
les protéines a cause de leurs effets négatifs sur la structure et les fonctionnalités de celles-ci.

L’extraction des protéines peut également €tre conduite par hydrolyse enzymatique ;
I’efficacité de cette méthode dépend de ’action des enzymes utilisées (donc de la variété des
enzymes : protéolytiques, collagénolytiques ou élastolytiques) qui a pour but de libérer les
protéines de leurs matrices et donc d’améliorer leur solubilité sans pour autant provoquer leur
dénaturation.

Cette méthode a été utilisée pour extraire les protéines de la VSM de dinde (Fonkwe et
Singh, 1996) et les protéines de poumon de beeuf (Webster et al, 1982) ; méme si le rendement
d’extraction est trés élevé pour le poumon de beeuf (environ 80%), cette méthode reste assez
colteuse et difficile a controler.

I1.6.5 Concentration/purification des protéines

Une fois les protéines en solution, il est tout d’abord nécessaire de les purifier afin
d’¢liminer les impuretés, puis de les concentrer en éliminant I’eau en exces. Ces opérations sont

parfois suivies par un fractionnement des protéines pour isoler une protéine d’intérét. Le
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fractionnement s’effectue en général par des techniques chromatographiques ou par
¢lectrophorese.

I1.6.5.1 Concentration/purification par procédés membranaires

Les procédés de séparation membranaires sont fréquemment utilis€és dans I’industrie
alimentaire, notamment dans 1’industrie laitiére (pour la concentration des protéines de petit
lait, le contrdle de la teneur en protéines du lait, I’élimination des bactéries, etc.). On recense
également quelques applications dans le domaine des boissons (vin, biere, jus de fruit, etc.).
Concernant les plantes et les végétaux, quelques rares travaux publiés récemment sur les
procédés membranaires démontrent la possibilité d’obtenir des ingrédients protéiques, par
exemple de jojoba (Nabetani et al, 1995).

Les procédés membranaires les plus utilisés dans I’industrie alimentaire sont la
microfiltration (MF) et I'ultrafiltration (UF). Il s’agit de techniques de filtration sous 1’effet
d’un gradient de pression qui permettent de séparer des molécules en fonction de leurs masses
moléculaires. Excepté 1’osmose inverse (figure 3), leurs principes de fonctionnement sont donc
similaires, la différence se situant au niveau de la taille des objets a séparer. En gros, la
microfiltration retient les particules et objets dont les tailles sont supérieures a 0,1-1 um et

’ultrafiltration, ceux dont les tailles sont supérieures a 0,01-0,1 pm.

Colloides |

Bacteries 1 Virus Seols dissous

Molécules organiques

W

10 pm i 0,1 001 0.001 0,000

| r 7 [ wF ]

uF | ol

MF = microfiltration
UF = ulwafiltration
NF = nanefiltration
Ol = osmose mverse
Figure N°4 : Procédé¢ a utiliser en fonction de la taille des « objets » a séparer
Les utilisations de la MF et ’UF dans I’industrie laitiére ont fait 1’objet de nombreux
travaux et brevets dans la littérature. (Daufin et al (2001) ont démontré que la microfiltration
(avec coupure a 100 nm) permet de séparer les micelles de caséines des protéines solubles dans
le lait écrémé. Cette séparation est trés importante dans la production des fromages (rétentat) et

pour l'isolement (voire le fractionnement) des protéines solubles (notamment [ lactoglobuline

et a-lactalbumine) dans les perméats.
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Les techniques de séparation membranaires ont aussi €té utilisées dans I’industrie de la
viande, notamment pour valoriser

Les protéines de plasma sanguin. Noordman et al (2002) ont étudié les effets de la
force ionique (entre 0,05 et 0,15 M de NaCl) et du pH (de 3 a 8) sur I’ultrafiltration des solutions
protéiques de sérum albumine bovine ; leurs résultats montrent que les débits de perméats
augmentent avec la diminution de la force ionique et aux valeurs de pH ¢éloignées du point
isoélectrique de la sérum albumine. Le choix du seuil de coupure de la membrane utilisé¢ a
¢galement fait I’objet de nombreux travaux, commepar exemple ceux de (Masselot, 2005) qui
a utilisé la microfiltration (avec coupure a 1,4 um) suivie par une ultrafiltration (avec coupure
a 100 ou 20 nm) pour purifier et concentrer des extraits protéiques de poumon de porc : le but
de la MF est de retenir les bactéries et les maticres grasses (c’est une étape de purification),
alors que I’UF vise a éliminer ’eau par concentration.

Masselot (2005) ¢étaient que seule 1’utilisation de cette derniere était acceptable d’un
point de vue procédé pour concentrer les protéines. Une alternative proposée par I’auteur a été
d’utiliser directement une UF a 100 nm en s’affranchissant de la MF : le rendement de
récupération protéique dans le rétentat était alors tres éleve (93,8%), mais au prix d’une pureté
plus faible des protéines puisque les bactéries et I’essentiel des matieres grasses n’étaient alors
plus séparées de la fraction protéique.

I1.6.5.2 Concentration/ Purification des protéines par précipitation :

La purification des protéines a 1’échelle industrielle peut également s’effectuer par
précipitation sélective des protéines. Cette précipitation peut étre provoquée par plusieurs
méthodes (www.chimie-biochimie.umoncton.ca) :

1 - en jouant sur le pH ou par I’ajout d’électrolytes :

Si les protéines en solution sont électriquement chargées de la méme facon, elles ont
tendance a se repousser et a rester solubles. Au contraire, si elles sont électriquement neutres,
cette répulsion disparait et leur agrégation devient possible, ce qui peut conduire a leur
précipitation. Ce phénomene peut se produire en jouant sur le pH et en le déplagant au point
1soélectrique pl (i.e. de charge nulle) des protéines. (Selmane, 2010 ) .

L’ajout d’¢lectrolytes (sels treés solubles qui ne modifient pas le pH) conduit & un résultat
similaire, mais par un effet d’écran ; I’augmentation de la force ionique de la solution atténue
les répulsions électrostatiques : les cations peuvent donc « neutraliser » les charges négatives
des chaines latérales des acides aminés, alors que les anions « neutralisent » les charges

positives, ce qui permet aux protéines de s'agréger et réduit substantiellement leur solubilité.
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Dans les deux cas, pH ou électrolytes, Les protéines d’un mélange ne précipiteront pas
toutes en méme temps puisque leurs pl respectifs ou bien le nombre et la nature de leurs charges
a pH#pl ne sont pas identiques. Ce type de précipitation s’appelle « précipitation différentielle
», Ou « précipitation fractionnée»

Il est considéré comme une précipitation « douce » car il préserve généralement 1'intégrité

fonctionnelle des protéines

v Cette méthode a été largement utilisée dans la littérature pour la concentration des
protéines:

Par exemple par (Batista et al (1999) pour la récupération des protéines de déchets de
poissons. Ces auteurs ont effectué une solubilisation des protéines dans une solution alcaline
(NaOH), puis ils les ont récupérées par précipitation en milieu acide par un ajout d’HCl ; comme
alternative, ils ont proposé une solubilisation en présence de Ca(OH)2 suivie par une
précipitation par ajout d’H3PO4 : la premicére méthode s’est cependant révélée la plus efficace,
avec un rendement protéique de 93,2% contre 91,8% pour la seconde.

2- en ajoutant des solvants organiques (acétone, phénol) ou des acides forts concentrés:

Il s’agit ici de jouer sur les modifications de la structure spatiale des protéines et donc sur
leur dénaturation. Il est bien connu qu’a 1’¢état natif, ce sont les groupes latéraux des acides
aminés qui composent les protéines qui leur permettent d'étre solubles en milieu aqueux.

(Selmane, 2010 ) .

Les protéines adoptent donc une structure tertiaire dans laquelle les chaines latérales chargées
(glutamine, acide aspartique, lysine, arginine. etc.) ou faciles a hydrater (sérine, thréonine, etc.)
sont dirigées vers l'extérieur de la macromolécule, maximisant leur contact avec le milieu
aqueux. En revanche, leurs groupements hydrophobes (phénylalanine, tryptophane, proline,
etc.) sont généralement enfouis a l'intérieur de la structure tridimensionnelle de la
macromolécule, minimisant leur contact avec 1’eau. La dénaturation brise cette organisation
et ramene en surface les groupements hydrophobes de la macromolécule qui vont pouvoir
interagir avec ceux des autres protéines dénaturées et favoriser I’agrégation des protéines.

(Selmane, 2010 ) .

L’agrégation diminue la solubilité¢ des protéines, qui est également réduite par la
présence des groupements hydrophobes exposés au milieu aqueux. Les solvants organiques
(acétone, phénol, etc.), les acides forts peu concentrés, voire certains traitements thermiques

bien contrdlés (couple temps/température) sont bien connus pour favoriser la dénaturation et
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I’agrégation des protéines. Toutefois, ce type de précipitation est appelé « précipitation totale »
car il vise a ¢liminer I'ensemble des protéines d'une solution, mais comme il s’accompagne de
conditions plutdt draconiennes qui dénaturent irréversiblement les protéines, les risques de

perte de fonctionnalités sont alors trés élevés. (Selmane, 2010 ) .
3 - en ajoutant des produits qui ont une grande affinité pour I’eau,

_Comme par exemple le polyéthyléne glycol, de maniere a réduire la quantité d’eau disponible

pour hydrate protéines, ce qui tend a les faire précipiter (Boland, 2002).
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Chapitre I1I : Fromage

Chapitre III : Le Fromage
ITL.1. Généralité

Le fromage est le produit affiné ou non affiné, de consistance molle ou semi-dure, dure
ou extradure qui peut étre enrobé et dans lequel le rapport protéines de lactosérum/ caséine ne
dépasse pas celui du lait, par coagulation compléte ou partielle des protéines du lait, du lait
écrémé, du lait partiellement écrémé, de la créme, de la créme de lactosérum ou du babeurre,
seuls ou en combinaison, grace a I’action de la présure ou d’autres agents coagulants appropriés
et par égouttage partiel du lactosérum résultant de cette coagulation, tout en respectant le
principe selon lequel la fabrication du fromage entraine la concentration des protéines du lait
(notamment de la caséine), la teneur en protéines du fromage étant par conséquent nettement

plus élevée que la teneur en protéines du mélange des matieres premicres (Codex, 1987)
I11.2. Classification des fromages :

La classification des fromages est d’autant plus compliquée a établir que les caracteres
sur les quels pourrait se fonder une classification se confondent. En général, les principaux
criteres de classification prennent en considération les points suivants (Miettoner al.,

2004) :

- La nature de la matiere premiére : lait cru ou pasteuris¢ ; lait entier, écrémé, enrichien

protéines ou ultrafiltré ; lait frais ou reconstitué ; lactosérum .
- L’origine du lait (vache, chévre, brebis, bufflesse, et mélange de laits de différentes espéces).

-La composition des fromages en matieres grasses et en extrait sec influant sur leur consistance

(pate dure, demi dure ,molle) .
-La technologie de fabrication.
- Le pays ou la région de fabrication.

D’autre part, la classification des fromages selon la norme internationale (FAQ/OMS,1978)
du codex alimentaire demeure plus générale. Elle classe les fromages selon trois critéres, la
teneur en eau dans le fromage dégraissé (TEFD), et la teneur en matiére grasse dans la matiére

se¢che (MGES), et les principales caractéristiques d’affinage.

v' (Formule I): Selon la fermeté qui appartient a l'intervalle de 51 a4 69 % d'ou la pate molle
évolue jusqu'a la pate extra dure, cette classification est portée selon la teneur en eau dans
le fromage dégraissé (TEFD).
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v' (Formule II):La deuxiéme classification est classée selon la teneur de la matiére grasse par

rapport a l'extrait sec total.

v' (Formule III): La troisiéme classification les fromages sont classés en trois catégories

différentes selon 'affinité¢ du fromage
II1.3. Fromage frais
II1.3.1 Définition

Les fromages non affinés, y compris les fromages frais sont des produits conformes a la Norme
générale du Codex pour le fromage, préts a la consommation peu de temps apres leur fabrication

(Codex, 1987)
I11.3.2 Composition de fromage frais

Le fromage est tres riche de part sa composition, en protéines, eau, peptides bioactifs,

acides aminés, lipides, acides gras, vitamines et en minéraux (Walther et al., 2008).

Tableau 03 : Le tableau montre la composition moyenne de fromage frais.

Eau(g) 80
Glucides (g) 4
Lipides(g) 7.5
Protéines (g) 8.5
Calcium(mg) 100
Sodium(mg) 40
Vitamine(UI) 170

UI:Unité Intrenationale
II1.4. Valeurs Nutritionnelles des fromages

L’intérét des fromages présents de nombreux points communs avec celui du lait
Toutefois, leur fabrication s’accompagne de modification de composition et de valeur
nutritionnelle. En plus d’étres une source de divers éléments nutritifs comme de vitamines et
des protéines d’excellente qualité, les fromages, surtout ceux a pate ferme et dure, contiennent

une grande quantité de calcium. (Amiot et al, 2002).
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I11.5 Différents types de fromages frais traditionnels en Algérie

La fabrication de produits laitiers est traditionnelle en Algérie. Les produits laitiers
traditionnels algériens ont été peu caractérisés. Ils sont cousins de produits laitiers largement
consommeés dans beaucoup de pays méditerranéens et subsahariens (Koussou et al., 2007;
Abou-Donia, 2008). En Algérie, laits fermentés et fromages sont fabriqués traditionnellement
le plus souvent par les femmes a la maison (Medouni et al., 2005) et servent a 1’auto

consommation; le surplus pouvant étre vendu (Bencharif, 2001).
a. Jben

C’est un fromage frais, traditionnel obtenu par acidification spontanée a température
ambiante, pendant 24h a 72h selon la température, comme celle conduisant au Rayeb.
Traditionnellement, le fromage Jben est fabriquée avec le lait cru de brebis ou de chevre ,
acidifié spontanément et coagulé des enzymes coagulantes d’origine végétale issue des fleurs

de cardon (Nouani , 2009).
b. Ighounane

C’est un fromage fabriqué en Kabylie, a partir du colostrum (lait du premier jour apres
la misebas), la préparation d’Ighounane se fait dans des ustensiles en terre cuite, enduits d’huile
d’olive,dans lesquels est versée une petite quantité d’eau salée, puis le lait est chauffé et
coagulé. Le caillé formé est découpé pour continuer 1’égouttage puis consommé a 1’état frais

(Lahsaoui,2009).
¢. Aghoughlou

Fromage fabriqué en Kabylie, il est obtenu a partir de lait frais de vache ou de chévre
coagulé par le latex de figuier (Ficus carica), le caillé obtenu est consommé frais (Lahsaoui,

2009).
d. Mechouna (Chnina)

I1 est fabriqué a partir du lait cru qui est chauffé jusqu'a ébullition. Ensuite, on ajoute du
lait fermenté < Lben> ou < Raib > et du sel. Le mélange est laissé¢ égoutter en utilisant une

gaze. Il est consommé frais avec la galette (Lemouchi, 2007).
E. Kemariya (Takemmarite)

C’est un fromage traditionnel produit principalement a partir de lait de chevre. 11 est
coagulé par des présures végétales ou animales, cependant il peut €tre aussi fabriqué a partir de
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lait de vache et de chamelle. La Kemariya ou Takemmarite est fabriquée selon des procédés

traditionnels dans les régions du M’zab (Bousnane et Djadi, 2009).
F. Oudiouan oulli

C’est un fromage des Touaregs similaire au fromage blanc servi en petites portions et

consomm¢ frais ou séché (Harrati, 1974)
G. Klila frais

Pour éviter sa dégradation durant la phase de stockage, le Lben est chauffé modérément
(55 °C-75 °C) jusqu'a la séparation du lactosérum. Le coagulum obtenu, appelé Klila, fabriqué
dans plusieurs régions de 1’Algérie, est consommé comme un fromage frais aprés égouttage

nature (Harrati, 1974).
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Partie expérimentale




Matériel et méthodes

Ce travail a été effectué au niveau de laboratoire pédagogique de la Faculté des Sciences
de la nature et de la vie a 1'Université de Hamma Lakhdar d'EL-OUED , laboratoire interne de

la laiterie "Souf-lait" d'El-Oued et il a duré 3 mois

L'objectif de ce travail est de comparer les caractéristiques de quelques présures
d'origine animale extraites selon deux protocoles différents d'un part, et de faire un essai de

fabrication de fromage frais a coagulation enzymatique d'autre part.
Matériel et méthodes
I. Matériel
I.1. Appareillage
-Balance de précision (AXIS).
-Etuve (MEMMERT).
-Lactothermodensimetre.
-Balance(KERN).
-Milco Scan (Master Pro touch ).
-pH métre (INO LAB).
-Dessicateur (Clatronic).
-Centrifugeuse( SIGMA).
-Congélateur a
-Spectrophotomeétre UV-Visible( JENWAY)
-10°C; -Réfrigérateur a + 4°C;
-Bain Marie (Memmert);
-Agitateur (Lab Tech)
-Hachoir a viande(SAVOMIX).
1.2. Petits matériels:

Les manipulations ont nécessité 1'emploi de petits matériels suivants : butyrométre muni

d'un bouchon appropri¢ ; micropipette (1000,100,10 nl), pipette graduée, bécher, burette
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graduée a support, compte-goutte, éprouvette graduée cylindrique sans bec, capsule en
aluminium, embout jetable, support a tube a essai, pissette d'eau distillée, tubes a essais stériles,
flacons stériles, erlenmeyer, spatule, verre de montre, fiole jaugée, compresses stériles, boites

stériles legant,masque .
L.3. Produits chimiques et réactifs:

Solvants: ,acide chlorhydrique (HCL) ,hydroxyde sodium( NAOH) ,Chlorure de calcium
(CaClyp). , folin, sulfate d alaminium ,AL>(SO4.) sulfate disodoque ( NA2SO4) ,solution( NaCL)
,sulfate de cuivre ,CUSO4( 5H>0),tartrata sodium et potassium

Réactifs: phénophtaléine(Annex01) .

1.4. Matériel biologique

1.4.1. Lait de chamelle

Il s *agit des échantillons du lait collecte , a partir de troupeaux de chamelle

(Camelus dromedarius) de la population Sahraoui vivant en élevage semi intensif dans la

commune BAYADHA wilaya d'EL OUED.
1.4.2. Lait de chévre:

Le lait de cheévre a été collecté aupres des éleveurs dans la commune de BAYADHA wilaya

d'EL OUED.
1.4.3. Lait de vache:

Le lait de vache est utilisé a titre comparatif. Il s'agit d'un mélange issu de la traite du matin de
vaches en stabulation dans une ferme située dans la commune de BAYADHA wilaya d'EL

OUED.
I.4.4. Lait de brebis:

Le lait de brebis a été collecte aupres des ¢leveurs dans la commune de Kouinnine wilaya d'EL

OUED.
1.4.5. Substrat de BERRIDGE :

Le substrat de BERRIDGE est préparé par reconstitution du lait en poudre récupérer a partir le

super marché¢ a 12 % (m/v) dans une solution de CaCl2 (0,01M), le lait est conservé a 4°C
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pendant une nuit pour assurer 1'équilibre physicochimique ,et, la stabilite et la réhydratation des

micelle d'une part. et d'autre part pour éviter le développement microbien (Benyahia, 2013).
1.4.6. Caillette :
Caillettes de cameline-caprine ovine bovin

v’ Caillette cameline

Des caillettes issues de dromadaire jeunes (d'année ) a été prélevée au niveau de
I’abattoir communal d'EL-OUED (Abattoir E1 MALIKA) en ¢élevage semi intensif dans la
commune BEN GACHA ,puistrans portées dans des boites stériles, a température ambiante et
a I’abri de la lumicre, jusqu'a Iarrivée au laboratoire ou elles ont été lavées a I’eau du robinet,

dégraissées ,découpées en laniéres puis conservées a -18 °C.

puis conservées a -18 °C.

Figure N°5: Caillette cameline ( photo personnel)

v Caillette caprine

Des caillettes issues de chevreau (3 mois ) a été¢ prélevée au niveau de la région du
HASSI ABDKIRIME d'EL-OUED auprées des éleveurs , puistrans portées dans des boites
stériles, a température ambiante et a I’abri de la lumicére, jusqu'a I’arrivée au laboratoire ou elles

ont été lavées a I’eau du robinet, dégraissées, découpées en lanieres

puis conservées a -18 °C.
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Figure N°6: Caillette caprine ( photo personnel)

v' Caillette ovine :

Des caillettes issues de dromadaire jeunes (6 mois) a été prélevée au niveau, de la région du
KOUINNINE d'EL-OUED aupres des ¢éleveurs puistrans portées dans des boites stériles, a
température ambiante et a 1’abri de la lumiére, jusqu'a I’arrivée au laboratoire ou elles ont été

lavées a I’eau du robinet, dégraissées ,découpées en lanicres puis conservées a -18 °C.

Figure N°7: Caillette ovine ( photo personnel)

v' Caillette bovine :

Des caillettes issues de dromadaire jeunes (9 mois) a été¢ prélevée au niveau de 1’abattoir
communal d'EL-OUED (abattoir El MALIKA) ¢levage dans la commune
OUIRMASSE,puistrans portées dans des boites stériles, a température ambiante et a 1’abri de
la lumiére, jusqu'a I’arrivée au laboratoire ou elles ont été lavées a 1’eau du robinet, dégraissées

,découpées en lanicres puis conservées a -18 °C.
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Figure N°8: Caillette bovine ( photo personnel)
I1. Méthode

11.1. Collecte du lait

Le lait est tiré a partir des dromadaires, chévres et des vaches brebis dromadare en bon état de
santé. Il est recueilli proprement dans des flacons stériles de 100 ml et acheminé au laboratoire
dans une glaciére contenant un bloc réfrigérant. Ces échantillons sont ensuite congelés a -18 °C

jusqu'a leur utilisation ultérieure.
I1.2. Caracterisation physico-chimiques:

Le contrdle physico—chimique permet d'évaluer la stabilité et la consistance du produit en ce
qui concerne ses caractéristiques nutritionnelles et organoleptiques. Toutes les mesures sont

réalisées sur le lait cru entier en 3 essais.
I1.2.1 Détermination de pH

Le pH est mesure a l'aide d'un pH -métre avant chaque mesure , 1'électrode du pH meétre est

nettoyée avec de 1'eau de robinet ,puis racée a 1'eau distillée et séchée avec du papier.

Ensuit la mesure est faite par immersion du bout de 1'¢lectrode ,dans le lait .la valeur du pH
s'affiche immédiatement sur I'écran .Avant d'entreprendre une autre mesure, 1'électrode est a

nouveau nettoyée, puis rincée comme précédemment (AFNOR, 1993).
I1.2.2 Détermination de ’acidité titrable

L’acidité est mesurée par dosage de 1’acide lactique a 1’aide d’une solution d’hydroxyde de
sodium 0,1 N. La phénolphtaléine indique la limite de neutralisation par changement de couleur.
L’acidité du lait est exprimée en degré Dornic (°D) ou : 1°D représente 0,1 g d’acide lactique

dans un litre de lait (AFNOR, 1986) .
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v' Mode opératoire
* On a introduit 10ml de lait dans un bécher
* On a ajouté 2 gouttes de phénolphtaléine

* On a fait couler goutte a goutte la solution NAOH N/1 dans le bécher jusqu’a l'apparition de

la couleur rose.

* On a lu sur la colonne graduée le nombre de ml utilisés, puis on multiplier e nombre par 10

et ceci donne 1'acidité du lait en degré Dornic.
Expression des r ésultats I’acidité

Lecture : AT=Vx10(D°)

AT :Acidité titrable

V : Le volume en ml correspond a la chute de la burette ( volume de la solution de NaOH utilis¢)

I1.2.3 Détermination de la densité:
1-Définition

La densité du lait est une grandeur sans dimension qui désigne le rapport entre la masse d'un

volume donné de lait a 20°C et la masse du méme volume d'eau (Pointurier, 2003).
2- Principe

La densité est déterminée a 20°C par lactodensimetre.

Figure N°9 : Mesure de la densité par lactodensimétre
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3-Appareillage
¢ Lactodensimétre avec thermometre incorporé,

¢ Eprouvette cylindrique sans bec, de hauteur apportée a celle de lactodensimetre et de

diamétre intérieur supérieur de 9 mm au moins au diametre de la caréne de lactodensimétre. IV
4-Mode opératoire

¢ Verser le lait dans I’éprouvette tenue inclinée afin d’éviter la formation de mousse ou de

bulles d’air,

¢ Remplir I’éprouvette jusqu’a un niveau tel que le volume restant soit inférieur a celui de la
caréne de lactodensimeétre (il est commode de repérer ce niveau par un trait de jauge sur

I’éprouvette),

¢ L’introduction de lactodensimeétre dans I’éprouvette pleine de lait provoque un débordement
de liquide, ce débordement est nécessaire, il débarrasse la surface du lait des traces de mousse

qui géneraient la lecture,

¢ Placer I’éprouvette ainsi remplie en position verticale, il est recommandé de la plonger dans

le bain a 20°C lorsque la température du laboratoire n’est pas comprise entre 18°C et 22°C,

¢ Plonger doucement le lactodensimeétre dans le lait en le maintenant dans 1’axe de 1I’éprouvette

en le retournant dans sa descente jusqu’au voisinage de sa position d’équilibre

¢ Attendre trente secondes a une minute avant d’effectuer la lecture de la graduation, cette

lecture étant effectuée a la partie supérieure du ménisque, lire la température.
I1.2.4. Détermination de la teneur en lactose, et la matiére grasse et densité

La détermination des teneurs en lactose et en matiére grasse et protéine est réalisée directement
apres le conditionnement du lait. Ces teneurs sont déterminées en utilisant un milko Scan qui
affiche les valeurs sur son écran apres avoir plongé son ¢€lectrode dans un tube contenant

I'échantillon de lait .
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Figure N°10 :lactoscan
I1.2.5 Détermination de I’extrait sec total (EST)
» Principe

Cette analyse permet de déduire la quantité d’extrait sec total dans un échantillon. La matiére
séche est le produit résultant de la dessiccation de 1’échantillon par évaporation de 1’eau dans

une étuve a 103°C pendant 3h. Elle est exprimée en pourcentage ou en g/L (Jora, 2012).

Figure N°11: Détermination de I’extrait sec total

Mode opératoire
- Peser la capsule vide ;
- Tarer la balance et mettre Sml du lait dans la capsule ;
- Placer la capsule dans 1’étuve a 103°C/3 heures ;

- A la sortie de I’étuve , Aprées la dessiccation, il faut mettre la capsule dans un dessiccateur

pendant 15 min a fin d’éviter sa réhydratation. peser a nouveau la capsule.

50



Matériel et méthodes

» Expressions des résultats

Les résultats sont exprimés en grammes par litres (g/l) comme suit :

(P1-P0) x100/V

PO : est la masse en grammes de la capsule vide.

P1 : est la masse en grammes de la capsule et du résidu apres dessiccation
V : est le volume en millilitres de la prise d’essai (sans la capsule)

I1.2.6 Détermination de Cendres

Les cendres du lait sont le produit résultant de 1'incinération de la matiére séche du lait dans un
four a moufle réglé a 550 °C durant 2 heures. Dans un creuset préalablement pesée. Elle
consiste a I’introduction 5 ml de lait a I’aide d’une pipette jaugée. Le résultat est exprimé en

g/1( Boumendjel et al ,2017).
> Expression des résultats

Les cendres de 1’échantillon, exprimées en pourcentage, sont ¢gales a:

[(M1 — M0) / M2 -M0)] x100

Figure N°12:Fouramouve

MO : est la masse, en grammes, de la capsule vide préparée.

MI : est la masse, en grammes, de la capsule et de la prise d’essai.

M2 : est la masse, en grammes, de la capsule et des cendres obtenues.

I1.3 Extraction des enzymes coagulantes

Dans nos recherches, nous avons suivi deux méthodes d'extraction de 1’enzyme coagulants, a

savoir Wongho (1993) et Valles et furet (1977) de I’extraction est effectuée.
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I1.3.1.- Protocole wongho(1993)
1-Macération

Dans cette étape, la présure est coupée en petits morceaux apres avoir bien lavé la présure avec
de l'eau du robinet puis placée dans un récipient en verre ou en inox avec du chlore d'eau NaCL

a une concentration de 6% et d’acide borique avec une concentration de 2% pendant trois jours.
2. Filtration

Le quatriéme jour, nous faisons le processus de filtration avec du , compresses stériles, qui sont
placés dans des tubes pour la centrifugeuse pendant une période de 20minutes et 1500 toure.
Apres cela, nous ajustons le pH en ajoutant des gouttes d'acide chlorhydrique HCL (IN) , puis

laissons une période de 24 heures a température de 1'air (1N) HCL.
3.séparation

Le 5 jour, nous ajustons le pH de 4,7 a 5,5 en ajoutant des gouttes de NAOH (1N), puis en le

centrifugeant pendant 20 minutes, et 1500*g aprées cela, il est placé dans des tubes stériles.
4.Conservation

dans le dispositif de réfrigération -18 et utilisé au besoin(Annex 03)
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Figure N°13 : Protocole d'extraction de la présure caprine et cameline (Wangoh et al.1993).
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I1.3.2- protocoles de VALLES et FURET (1977).

Pour le bovin et caprine cameline ovine et adapté par nos soins aux extraits issus de caillettes
(Figure 09). Un échantillon de caillette de poids PU (g) est décongelé et macéré dans un volume
(1,25 x PU) d’une solution d’HCI 0,2M, a une température de 42°C pendant 60 minutes.
Apres filtration du mélange on obtient un extrait brut total.

Apres macération, les extraits obtenus sont clarifiés par 1’ajout de 1% (V/V) d’une solution de
sulfate d’aluminium Al2(SO4)3, 1M et 5% (V/V) d’une solution de sulfate disodique Na2SO4,
1M, chauffée quelques minutes a 42 C°.

Apres filtration, on obtient un filtrat jaune auquel nous faisons subir une concentration par
addition d’une solution saturée de NaCl, additionnée a 1% (V/V) d’une solution d’HCI (d=
1.19).

Apres un repos d’une heure suivie d’une centrifugation (2100xg / 20min), nous obtenons un
précipité humide que I’on fait dissoudre dans un volume minimal d’eau distillée. Le pH de ces
extraits enzymatiques clarifiés est ajusté a 5,5 par une solution de phosphate disodique, 1M. La

conservation est réalisée a 4°C apres addition quelques grains de thymol.(Annex04)
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Figure N°14 : Diagramme d’extraction des enzymes a partir de caillette de bovin par la

protocole de Valles et Furet (1977).
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0I1.4 Caractérisations des extraits enzymatiques

10 mL du substrat de Berridge (pH 6,6) contenus dans un tube a essai sont maintenus
au bain Marie a 30°C. Le chronométre est déclenché lors de 1’ajout de 1 mL de 1'extrait
enzymatique. Le tube est ensuite soumis a une légere rotation. Le chronomeétre est arrété des
I’apparition des premiers flocons sur la paroi du tube et le temps de floculation est noté (Alais,
1984). Le temps de floculation est employé dans le calcul de I’activité coagulante. La dilution
d’enzyme retenue est celle qui donne un temps de floculation compris entre 300 et 360 secondes

(Green et al., 1984).
I1.4.1 Activité coagulante :

10 mL du substrat de Berridge (pH 6,6) contenus dans un tube a essai sont maintenus
au bain Marie a 30°C. Le chronométre est déclenché lors de 1’ajout de 1 mL de l'extrait
enzymatique. Le tube est ensuite soumis a une légere rotation. Le chronomeétre est arrété dés
I’apparition des premiers flocons sur la paroi du tube et le temps de floculation est noté (Alais,
1984). Le temps de floculation est employé¢ dans le calcul de ’activité coagulante. La dilution

d’enzyme retenue est celle qui donne un temps de floculation compris entre 300 et 360 secondes

Par définition ,l'activité coagulant est ,répresentée par un rapport de quantité , entre un
certain volume d'enzyme et un certain volume de lait amené a coaguler dans des condition
fixées arbitrairément ,la méthode de BERRIDGE consiste a calculer 1'unite présure (UP) qui
est la quantité d'enzyme active contenue dans 1cm3,qui coagule 10cm3 de substratstandard en

100secondes a 30C
U.A.C.=10.V/T.V'
Ou
V: volume du lait
V': Volume de l'extrait enzymatique
T : temps de floculation
11.4.2. Temp de coagulant :

Un volume de 10 ml de lait cru de vache ou de chamelle est versé dans un tube a essai
mélangé par 3 retournements et maintenu a 35°C dans un bain marie, puis additionné de 1 ml
de la solution enzymatique. Le tube est laissé jusqu’a la solidification du gel et I’apparition des
premicres gouttelettes du sérum sur la surface du gel. Le temps écoulé représente le temps de

56



Matériel et méthodes

prise. Pour la coagulation présure, le temps de prise représente généralement environ le double
du temps de floculation ; ainsi pour un temps de floculation compris entre 12 et 15min, le temps

de prise est compris entre 25 et 30 min (FAO, 1995) .
11.4.3. Force coagulante

La force coagulante (F), exprimée en unité Soxhlet (US). La force coagulante d’un
extrait enzymatique représente le volume de lait coagulé¢ parunit¢ de volume de I’extrait
enzymatique, en 40 minutes a 35°C et PH 6.4 (Veisseyre, 1979 ; Alais, 1984, Mahaut et al.,
2000).

La force coagulante est exprimée par la relation suivante:

Ou: [ F= (2400 x V) / (t X v) ]

F : force de I’enzyme.

V : Volume du lait ajusté (ml).

v : volume de la solution enzymatique (ml).

t: temps de coagulation du lait en minutes (m).

Le test d’activité est réalisé par le substrat de Berridge. Le substrat est Constitue de 12 g de lait
écrémé en poudre dissout dans 100 ml de solution de Ca Cl. 0.01M, pH 6.4 sous agitation douce

pendant 30 min.
I1.4.4. Détermination de la teneur en protéines :

La teneur en protéines des extraits enzymatiques est mesurée afin de déterminer le taux de
protéines récupérées durant les différentes étapes d’extraction et aussi apreés concentration. La
comparaison du taux de protéines obtenu avec I’activité enzymatique permet d’étudier I’effet
des différentes opérations réalisées. Le dosage des protéines est réalisé selon la méthode de

LOWRY (LOWRY et al, 1951). (Annex 02)

Le principe repose sur le développement d’une coloration bleue foncée suite a I’addition
a la solution protéique d’un sel de cuivre en milieu alcalin puis du réactif de Folin-Ciocalteu.
La coloration résulte de la réaction du cuivre avec les liaisons peptidiques et la réduction de

I’acide phospho-tungstomolybdique par la tyrosine, le tryptophane et la cystéine.
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Les especes réduites absorbent la lumiere a 750nm. Le dosage des protéines est eux en
protéines de I’extrait de protéine réalisé¢ par I’emploi d’un Spectrophotométre UV-Visible
(JENWAY). La concentration en protéines de 1’échantillon analysé est déterminée en se
référant a une courbe d’¢talonnage établie en employant de 1’albumine sérique bovine (BSA)

(SIGMA, Allemagne) (Figure 5).

Le taux de protéines mesuré pour chaque échantillon traité est la moyenne de quatre
déterminations. La teneur en protéines est exprimée en milligramme de protéines par millilitre

d’extrait enzymatique

Courbe d'étalonnage

0,8

0.7 y0.6901 =x
’ RO767.5%-®

0,6

.."..‘

0,5 :

0,4

0,3 ‘

0’2 @ -“-.......

0,1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Figure N°15 : Courbe étalon du dosage des protéines par la méthode de Lowry et al

(1951).

L’albumine sérique bovine (BSA) est utilisée comme protéine de référence ;R* = coefficient

de corrélation
» Protocole de dosage des protéines
Solutions nécessaires.
Solution alcaline A : préparation de solution de Na; COs anhydre a 2 % dans 'eau  distille
Par la dissolution de 2 g carbonate de sodium (Na, CO3) dans la 100ml d’eau distillée

Solution cuivrique B : préparation de solution cuivrique de Cu SO4 1% Par la dissoudre 1g de

CuS0O4 dans 100ml d’eau distillé
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Solution C: 2% de tartrate sodium potassium
.- Par la dissolution de 2 g tartrate sodium potassium dans la 100ml d’eau distillée

Solution D : réactif de Folin-Ciocalteu commercial dilué a 1/2 dans de 1’eau distillée

Hydroxyde Sodium NaOH (2N)
» Mode opératoire

0.1 ml de P’extrait enzymatique dilué¢ a 1/3 est ajouté a 0.1ml NaOH (2N).hydrolyse al00ml

par 10 min.

Hydrolysat frais dans température de l'air et ajoute 1 ml mélange. (100ml NaxCO3+1ml de

CuSO4+1ml tartrate sodium potassium. 10min dans temperature ambiante.
> Remarque
Le mélange est homogénéisé et laissé au repos a 1’obscurité et a température ambiante.
- pendant 10 min, 100 pl du réactif de Folin-Ciocalteu dilué¢ au 1/2 dans 1’eau distillée

- Aprés une incubation de 30 minutes a I’obscurité¢, ’absorbance est mesurée au

spectrophotométre (SECOMAM, Prim, France) a 750 nm.

La concentration en protéines est déterminée par extrapolation en se référant a une courbe

1’¢étalonnage réalisée par des solutions de sérum albumine bovine (BSA) de concentrat
I1.4.5. Activité spécifique

L’activité spécifique est exprimée par le rapport entre I’activité coagulante de 1’extrait
enzymatique et le taux de protéines de cet extrait enzymatiques et exprimée en U.P/mg (Nouani

et al.,2009).

[ Activité spécifique = activité coagulante / teneur en protéines }

IL.5. Traitement statistique des résultats

A partir des résultats obtenus, une analyse statistique va permettre de suivre l'existence de

différence entre les parameétres mesurés avec les deux protocoles réalisés .

Logiciel utilisée pour le traitement statistique ¢’est IBM SPSS Statistics (est un logiciel utilisé

pour l'analyse statistique. C'est aussi le nom de la société qui le revend.)
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I1.6. Essai de fabrication de fromage frais
» Critére de choix

Le type de présure choisie a la fabrication qui est extraite selon deux protocoles différents est

en fonction du temps de coagulation sur différents types de lait
» Volume de ’extrait enzymatique

Le volume de I’extrait enzymatique est calculé a partir le temps de coagulation
» Fabrication

Nous prenons 2 litres de lait chaud et mesurons le pH du lait et on ajoutons du CaCl2, puis le
laissons dans un bain marie avec une température ne dépassant pas 42 degrés afin de maintenir

I’activité enzymatique dans le lait.

Ensuite, nous ajoutons 10 grammes de NaCl, puis nous ajoutons la présure, puis nous ne le

laissons pas plus de 45 minutes pour la coagulation.

Rendement fromager

Le rendement fromager (Rf) représente le pourcentage du poids total du fromage (kg)
par rapport au poids initial du lait (kg)(Libouga et al. 2006).11 est calculé comme suit:

Rf(%) =(poids du fromage /poids du lait) x 100
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Ajoute 0.01% - 0.015% CaCl,

|

T: 40-42°C (chauffage)

Ajoute NaCl 5-6 g/l |

I

Ajout de la présure

Produit final

Figure N°16 : Diagramme standard de la fabrication de fromage frais
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II1. Résultats et discussion

II1.1. Caractérisation physico-chimiques du lait:

Plusieurs auteurs scientifiques provenant de divers pays rapportent des études sur ces

différents. facteurs affectant la composition du lait. Par contre, ces données sont souvent locales

et propres au pays d’étude et peuvent ne pas s’appliquer directement a nos Elevages.

les parameétres physico-chimiques du lait de chamelle et lait de brebis et lait de chévre et lait

de vache sont représentées dans le tableau 04 .

Tableau 04 : Caractérisation physico-chimiques du lait ( chamelle , chévre , brebis, vache)

Type de lait

Parameétre

Lait chamelle

Lait chévre

Lait brebis

Lait vache

pH
Acidité
dornic D°

Densité

Lactose (%)

Protéine (%)

Matiére

grasse:(%)

Matiére séche
totale (%)
Cendres (%)

6.51 £ 0.03

23.33 £5.77

1.029 £0.00

0.005.50+

0.06+3.70

0.00+3.40

0.02+11.97

0.05+11.36

6.60+1.00

23.33+£5.77

1.032 £0.00

0.06+5.40

0.00+3.60

0.00+3.40

0.1+11.4

0.05+12.42
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6.57+0.01

36.67£5.77

1.036=+ 0.00

0.00+6.30

0.00+4.20

0.00+£3.90

0.08+15.6

0.04+10.9

6.57+0.01

26.67£5.77

1.032 £0.01

0.06+5.20

0.06+3.50

0.06+1.40

0.2+10.19

0.4+10.58
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I11.1.1 pH:

Le pH du lait brebis(6.66+0.01) et le plus élevée des autre laits mais il sa valeur est approche
de celle de lait du chévre(6.60£1.00) et d’autre par ces de type de lait (brebis ,chévre )sont pH

supérieure de celle de vache (6.56+0.01)et au contraire le pH de chamelle (6.51+0.03) est

inferieure de celle de vache.

Notre valeurs du pH se rapprochent a celles rapportées par certains auteurs tels que
(Assenat, 1985) qui a enregistré un pH égal a (6.65) et (Park et al; 2007) (pH= 6.51-6.85) pour
du lait brebis ,le pH du chamelle est devront par rapport (EL-Hadi sulieman et al;2006)a ¢gale
(6.0)et pH du lait cheévre faible comparativement par (Park et al ;2007)a ¢gale entre (6.50-
6.80).

Le pH n’est pas une valeur constante, il peut varier au cours du cycle de lactation et sous
I’influence de I’alimentation. Cependant, I’amplitude des variations est faible dans une méme
espece. Le colostrum a un pH plus bas, du fait de la teneur élevée en protéines (Gaucher et al.,
2007). Le pH du lait change d’une espece a ’autre.., car la nature des fourrages ingérés par
I'animal et de la disponibilité en eau (Arroum et al; 2016) , étant donné les différences de la

composition chimique, notamment en caséines et en phosphates..(Gaucher et al., 2007)
II1.1.2 Acidité:

Nous avons remarqué que 1’ acidité du laits crus de chamelle et de cheévre sont similaires
,puis qu’ils présentent une la méme valeur (23+5.77°D),auton que, le lait vache est plus élevé
de la valeur précédent, et le plus supérieur de tous ces types du lait est celle de brebis avec la

valeur(36.6745.77D°).

L'acidité du lait vache plus ¢élevée par rapport ( Fredot, 2006) et (Croguennec et al ,2008) a
¢gale (15-17 D°);pour le lait chamelle et chévre . pour le lait chamelle et lait chévre (Arroum
et al, 2016) et (Boumendjel et al, 2017) ont rapporté les résultats (20°D) et (17.71°D)
respectivement sont inférieurs a celle de nous. selon( Mathieu ;1998) 1'acidité d'un lait frais de
brebis situe (18-22 D°)elle est supérieur notre résultat. L'augmentation de l'acidité est un
indicateur de la qualité de conservation du lait et ne peut résulter que d'un développement

conséquent de la flore lactique influencée par le jeu combine de l'augmentation de la

température ainsi que de la durée de conservation de lait (Boumendjel et al; 2017).
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Les différences d'acidité entre le lait et le lait et dans le méme type de lait sont liées
au climat et au stade de lactation, ainsi qu'a I'apport hydrique, a la santé des vaches et aux

conditions de santé pendant la traite, selon Mattheu (1998).
I11.1.3 Densité:

La densité du lait de chamelle (1.029+0.00) est considérée comme la plus faible par
rapport au lait de vache et au lait de chévre, qui sont similaires dans les valeurs qui ont été
estimées (1.034+ 0.01),(1.032+ 0.00), et compte tenu de la densité¢ du lait de brebis la plus
grande valeur parmi eux par la valeur(1.036+ 0.00). résultats sont en accord avec celui qui est
mentionné par (Roulssl et al;2006)des valeur variant entre 1.030et 1.037.par contre( Martinl
et al ;2008)rapportent une valeur plus faible égale a 1.030 . La densité dépend de la teneur en
matiere seche, en matiere grasse, de la température et du régime alimentaire de 1’animal

(Debouz et al, 2014).
II1.1.4 Lactose:

Nous avons enregistré a travers nos résultats que le lactose avait la valeur le plus élevée

en lait de berbis (6.30£0.00 %)suivi de lait de chamelle et de chévre (5.5£0.00% et

5.4+0.06%) alors quel les valeurs étaient proches, tandis que la valeur la plus basse enregistrée
était avec le lait de vache (5.20+ 0.06%). Nous avans remarqué que nos résultats enregistrés
avec le lait de vache et de chévre étaient supérieurs a ceux fournis par( FAO;2013),qui était de
(4.7% et 4.4%).Alors que le lait du chamelle avait des résultats plus élevés que ceux obtenus
en (Dhartiben et al 2016), qui était de (4.16%).Quant au lait de brebis ,sa valeur était également
supérieure a celle atteint en (FAQO;2013) (5.1%). La teneur en lactose du lait camelin semble
dépendre non seulement de la race mais aussi du stade de lactation et de 1'état d'hydratation.
Elle est faible pendant les premicres heures qui suivent le vélage et subit une augmentation de
36 % de la teneur initiale, 24 heures apreés. Une diminution de 37 % de la teneur initiale a été
constatée en cas de déshydratation des chamelles (Chethouna, 2011). Ces modifications dans
la teneur en lactose sont a I’origine des variations dans la saveur du lait( Boudjenah-Haroun

Saliha;2012).
II1.1.5 Protéine:

Nous avons remarqué a travers nos résultats que la protéine atteignait la valeur la plus
¢levée avec le lait du brebis (4.20+ 0.00%)suivi de lait de chamelle, de chévre et de vache, et
les valeurs des trois dernies échantillons étaient proches et nous les mentionnons respectivement

(3.70£ 0.06%,3.60+ 0.00%,3.5+ 0.00%).Grace a la recherche, nous avants contaté que la valeur
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protéique de lait de vache est supérieure a celle obtenue dans (Vignola et al; 2002) qu’elle est
estimée a (3.2% ) .Alors qu’il a atteint le lait de chamelle (3.6%),et le lait de chéver
(2.9%).Quant au lait de brebis, il a enregistré des résultats a ceux obtenus en (Vignola et al;

2002),avec un taux de (5.3%)

La concentration des protéines laitiéres varie selon la saison, le stade de lactation et le nombre

de mises en bas (Debouz et al, 2014).
I11.1.6 Matiere grasse:

Nous notons que la quantité de mati¢res grasses dans le lait de brebis est égale a

(3.9£0.00%) bien supérieure a la quantité trouvée dans le lait de vache, qui est égale a
(1.4+0.06% ) tandis que la quantité de maticres grasses présentes dans le lait de chamelle et

de chévre est approximativement égale a (3.4+0.00%) Cette valeur est bien inférieure a celle
atteinte en (Alais,1984), ou il a été constaté que la quantité de maticres grasses dans le lait de
brebis est élevée, estimée a (7,4%) tandis que la quantité de matieres grasses dans le lait de
vache et de chévre est quelque peu similaire a( 3,7%) et( 3,8%) respectivement, alors que a
(Jaramillo et al, 2008) a trouvé La quantité¢ de maticres grasses dans le lait de brebis varie
entre( 8,68%) et (8,72%), ce qui est supérieur a la valeur que nous avons atteinte pour les
chameaux, qui est supérieure a celle du lait de vache, de( 5,4%). ( Fredot; 2008) a constaté que
la quantité de mati¢res grasses dans le lait de vache est supérieure de (3,5%) a la valeur que

nous avons trouveée.

La variabilité de la teneur en mati¢re grasse dépend des facteurs tels que les conditions

climatiques et I’alimentation (Kamoui; 1994), ( Laboui et al; 2009).

Des facteurs internes tels que le niveau de production et le stade de la lactation et d'autres.
facteurs externes tels que la saison, la température, les techniques d’¢levage et le régime

alimentaire.
II1.1.7 Matiéres Séche:

Le pourcentage de mati¢re seéche dans le lait de brebis est de (15,6-00), ce qui est tres
¢levé par rapport au lait de vache (10,19), ce dernier étant inférieur au pourcentage de maticére

séche chez le lait de chevre ( 11,4) et le lait de chamelle (11,97).

Les résultats de cette étude sont loin de ce que les chercheurs ont obtenu, (Jaramillo et al;
2008), ou ils ont constaté que le pourcentage de maticre seche dans le lait de brebis est de (20%

a21%).( Martini et al ; 2008) ont trouvé de (17,57) qui est trés proche de nos résultats( Gelaise
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et al. 1999) IIs ont trouvé le pourcentage de matiere séche chez les cheévres (12,9-00), qui est
proche des résultats obtenus(Omar et al tjnay ;2009) ce on trouvé que les taux de matiéres
séche de lait de chamelle et (10.9 qui est proche des résultat obtenu de matiéres sache du lait de

vache .

La teneur en matiére seche du lait différe également en conséquence ). divers facteurs
tels que la qualité de 1'eau et sa quantité disponible pour les animaux( Khaskhell et al; 2005).
Et stade de lactation (Benqoumi et al.1994; Khaskeli et al.2005), facteurs saisonniers,

environnement, rang de lactation (Yagil, 1998)
I11.1.8 Cendres:

La teneur moyenne en maticre seche totale des laits collectés . notons a travers 1'étude
que nous avons menée sur le lait de chamelle, de vache, de chevre et de brebis que la valeur de
cendre est plus élevée dans le lait de chevre( 12,42 g/1) par rapport au lait de vache ( 10,58g/1),
(10,9) de brebis et de chamelle( 10,36) et c'est le dernier, qui est considéré comme moins
précieux que d’autres types de lait. Ces résultats supérieur selon la( FAO;2013) et ont constaté
que taux de cendres dans le lait de vache( 7g/1) est beaucoup plus élevée que celle dans le lait

de chevre de ( 0,8g/1) et( 0,9) dans le lait de brebis .

I1 est plus faible dans le lait d’animaux déshydratés. Cette variation parait consécutive
aux quantités de lait produites (Elamin et Wilcox, 1992) et au stade de lactation (Farah,
1993). La composition minérale du lait de chamelle est fort variable, elle dépend de

I’alimentation et de 1’état de déshydratation ( Alloui-Lombarkia et al ;2007) .
I11.2 Caractérisation de quleques présure d'origine animale

La caractérisation des extraits enzymatiques : présure cameline, caprine, ovine et bovine

est mentionnée dans les tableaux ci-dessous.
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II1.2.1 Activité coagulante
Les résultats de ’activité coagulante sont représentés dans le tableau suivant

Tableau N°5 : activité coagulante des différentes présures sur les deux protocole

d’extration enzymatique.

wongoh(1993) 359UP 59.1UP  46.4UP 39UP

valles et furet ~ 44.5UP 24.9UP 31.6UP 26.2UP
(1977)
valeure de(p) 0.66 0.445 0.279 0.297
P=0.005

L'extrait enzymatique obtenu a partir de la caillette cameline, caprine, bovin et ovine a
permis 1’obtention d’un temps de floculation entre de 1 secondes et 4 secondes sur un substrat

Berridge. Cette fois, il nous a permis de calculer 1'activité de coagulation

L'extraction enzymatique par le protocole de Wongoh pour la présure de cameline, de
ovine et de bovin donne les résultats d'activité de coagulation suivants : 59,1 UP ; 46.4UP,
39UP respectivement), ce dernier est plus €levé par rapport & ceux extraits par le protocole

Valles et furet, qui sont donnés par les valeurs suivantes (14.9, 31.2, 26.24UP).

A noter que l'activité de coagulation du coagulant de présure de caprine extrait selon le

protocole de Wongoh est inférieure a celle de Valles et Furet.

Concernant la présure de cameline de valles et extrait de wongoh, ce résultat est approche
avec celui obtenu (Boudjenah, 2014). Pour cette présure de wongoh elle est sélectionnée par
(Siborker,2005) et( Boudjenah, 2012) tandis que la présure d'extrait de vache par le protocole
Valles et furet est plus supérieure au chercheur (Boudjenah et al 2011). Grace au protocole de

présure de chévre et a Wongoh, ce résultat est supérieur a ce qui a été trouvé par (Colline ,2015).
I11.2.2 Force coagulantion

Les résultats de Force coagulantion sont représentés dans le tableau suivant

Tableau N°6 :Force coagulante des différentes présures sur les deux protocole

d’extration enzymatique
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protocole présure  prérure présure | présure

cameline caprine  ovine bovine

wongoh(1993) 981.1US  1377.2US 908.4US  2137.7US

valles et furet 3333US  1410.1US 4013.3US 3409US
(1977)

valeurde (p)  1.00 0.445 1.00 0
P=0.005

la force coagulantion de la présure de cameline, caprine ,ovine et bovine extraite

selon le protocole de valles et furet est (3333,1410, 4013.3 , 3409 respectivement)

ces valeurs sont largement supérieure a celle extracter par la protocole wongoh a
partir,de donnée: (981.1) caneline ,(1377.2) caprine , ( 908.4 ) ovine, (2137.7) bovine 1'extrait
de présure cameline par wongoh est supérieure a celle par rapporte (Sibouker,2007) .par contre

de I'extrait de présure caprine est inférieur a celle que trouvée par (Boumediene ,2013).
II1.2.3 Taux de protéines
Les résultats de Taux de protéines sont représentés dans le tableau suivant

Tableau N°7 : taux de protéine des différentes présures sur les deux protocole d’extraiction

protocole prérure prérure présure présure
cameline  caprine ovine bovine
wongoh(1993) 3.28 5.28 4.20 6.57
valles et 8.95 4.90 10.28 8.60
furet(1977)
valeur de (p) 1.00 1.00 1.00 1.00
P=0.005

les résultats de taux de protiene de présure cameline, ovine ,bovine extait par valles et
furet obteun les valeurs suivantes (8.95 mg/l, 10.28 mg/l, 8.60mg/l) ces valeurs sont plus
¢levées que celles de présure extaitenemt par wongoh qui sont par ordre( 3.28mg/1 ),(4.20mg/1)
,(6.57mg/1).Concernant la présure coprine, les valeurs du deux protocole (wongoh et

valles/furet) sont trés prochent
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La présure de caprine nos résultat, sont plus ¢élevé de cette obtenu par (Boumediene
,2013) .ou remarque de notre résultat de présure cameline extrait selon wongoh est inferieure
par(Boudjnah et al, 2011).mais de protocole valles et furet est supérieur a celle rapportée
par(boudjnah 2014). Il y avait un augmentation de la teneur en protéine avec 1'Age de cameline

(Boudjenah ,2011)
II1.2.4 Activité spécifique
Les résultats de I’activité coagulante sont représentés dans le tableau suivant

Tableau N°8 : Activité spécifique (UP/mg) des différentes présures sur les deux protocole

d’extraiction .

protocole prérure prérure  présure | présure
cameline caprine ovine bovine
‘wongoh(1993) 0372 0.164 0309 0171
UP/mg UP/mg UP/mg UP/mg
valles et 0.039 0.172 0.291 0.043
furet(1977) UP/mg UP/mg UP/mg UP/mg
valeure de 1.00 1.00 1.00 1.00
(P)
P=0.005

Des présure issu de caillettes de cameline et d'autre bovine.les rusltates montrer qu'il y
une large difirence entre les deux protocole d'extaction. 1'activité spécifique de présure caprine
et présure ovine extrait solon le deux protocoles ( wongoh ,valles et furt) , qu'il y un peu
défironce entre aux , on observe la présure caprine extrait selon le protocole wongoh est faible

par rapporte (Boumediene ,2013)

I'extrait de présure cameline par wongoh est supérieure a 'celle par rapporte
(sibouker,2007) par contre de l'extrait de présure caprine est inferieur a 'celle que trouvée par

(Boumediene ,2013).
II1.2.5 Temp de coagulation

Temps de coagulation des présures de camelin , caprine , ovine et bovine sur les
substrats (lait issu de camelin , de caprine,ovine et de vache). Les résultats sont illustrés dans

les tableaux ci-dessous
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Tableau N° 9:Temps des de coagulation présures cameline sur les échantillons prélevés du lait

de chamelle,chévre, brebis et vache

» présure cameline

Wongoh(1993) valles et valeure de (P)
furet(1977)
lait chamelle 118 s 106.33 s 0.171
lait chévre 70s 43 s 0.54
lait brebis 23.6's 240 s 0.050
lait vache 312.6 s 162s 0.049
P=0.005

Les mesure le temps coagulation a permis nous dit la présure cameline extrait par le

protocole de valles et furet miellée que de wongoh sur les trois type de lait ( chamelle, chévre

et vache:

on observe de lait de brebis avec le présure cameline extrait selon de protocole wongoh ,il

y une courté temps de coagulants ( 23.6 S) par rapport de valles et furet

» présure caprine

Tableau N°10 :Temps des de coagulation présures caprine sur les échantillons prélevés

du lait de chamelle,chévre, brebis et vache

Wongoh(1993) valles et valeure de (P)
furet(1977)
lait chamelle 67.6 s 172's 0.093
lait chévre 64 s 49 s 0.268
lait brebis 26.6 s 65.66 s 0.086
lait vache 188 s 140 s 0.245
P=0.005
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Le temps de coagulation de présure caprine extrait selon le protocole wongoh ;qui issus
sur lait de vache, chévre est plus élevé par rapport le protocole valles et furet en concerne le lait
de chamelle et lait de brebis ,on remarque donnée une coure temps de coagulation par le

protocole de wongoh a sont exprimée de (67.65) Lait chamelle et de (26.6S).1ait brebis.

-Nous avons observé du lait de brebis avec de la présure de chamelle extrait par le protocole

de wongoh il ya un temps de coagulation courte (23.6S)

» présure ovine

Tableau N° 11:Temps des de coagulation présures ovine sur les échantillons prélevés

du lait de chamelle,chévre, brebis et vache

Wongoh(1993) valles et valeure de(P)
furet(1977)
lait chamelle 126.3 s 93s 0.045
lait chévre 64 s 98 s 0.034
lait brebis 104 s 1143 s 0.091
lait vache 1007 s 222s 0.44
P=0.005

On observe une faible affinité¢ du lait de vache avec cette présure extrait selon le protocole

de wongoh, mais une forte affinité du lait de chévre qui equivant a ce temps de coagulation
égale (645)

»  présure bovine

Tableau. N°12 :Temps des de coagulation présures bovine sur les échantillons prélevés

du lait de chamelle,chévre, brebis et vache

Wongoh(1993) valles et furet valeure de(P)
(1977)
lait chamelle 107.6 s 61s 0.023
lait chévre 27.6s 56.6s 0.044
lait brebis 333s 103 s 0.033
lait vache 71.3s 59.3s 0.766
P=0.005
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Pressure bovine extrait Solon le protocole valles et furet ,il & méme affinité issus sur
lait chamelle ,lait chévre et lait vache est obtenu le résultat suivant (61S ),(56.6S) ,(59.3 S)
respectivement. Mais le lait de brebis est obtenu ,temps de coagulation (33.3s ) plus court pour
le protocole de wongoh .

On Conclut que exprinciples caractéristique de la présure des petits ruminants ne sont
pas standard car ils sont affecté par plusieurs caractéristique, le genre , 'Age et les régimes

alimentaire de I'animal utilise ainsi que les procédure de préparation .cependant, la variation de
ces caractéristique affecte la qualité standard de la production fromage (Ekaterini,2011)

En plus de son effet conservateur, le sel dans le fromage exerce une influence majeure sur la
composition du fromage tels que, microflore, taux de maturation, texture, saveur et

qualité(Guinée et Fox, 1993).

Par ailleurs, on sait que lors de la coagulation du lait, il y a hydrolyse enzymatique plus ou
moins importante, des caséines du lait avec libération de peptides. Ces peptides s’ils sont en

grandes quantités conférent aux fromages un gotit amer (Siboukeur et al 2005)
I11.2.Essai de fabrication de quelques types de fromage fais a coagulation enzymatique

» fais a base de lait de vache avec la présure ovine (protocole de valles et furet)

Figure 17: Fromage frais (FVO/FV).

Caractéristiques : rendement fromager est 9.95%, texture ; rugueuse , non tartinable

,pateuse, dure ; couleur jaunatre

» Fromage fais a base de lait de vache avec présure bovine(protocole de valles et furet)
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Figure 18 : Produit fini (fromage frais) pour la formulations (FVB/VF).

Caractéristiques : rendement fromager12.9% , texture : rugueuse, sableuse , non tartinable

,pateuse ; couleur :blanc

» Fromage fais a base de lait de chévre avec présure bovine (protocole de Wongoh)
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Figure 19 : Produit fini (fromage frais) pour la formulations (FCHB/W).

Caractéristiques : le rendement est 9.85%, texture ; rugueuse, non tartinable ,pateuse, de

colore blanc

» Fromage fais a base de lait de chévre avec présure cameline (protocole de valles

et furet)

Figure 20 : Produit fini (fromage frais) pour la formulations (FCHC/VF).

Caractéristiques : le rendement est 9.5%, texture ; un peu lisse, non tartinable , un peu

pateuse, de colore jaunatre

» .Fromage fais a base de lait de chamelle avec présure cameline (protocole de Wongoh)
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Figure 21 : Produit fini (fromage frais) pour la formulations (FCC/W).

Caractéristiques : le rendement est 8.4%, texture ; un peu lisse, tartinable , un peu pateuse,

un peu crémier,de colore blanc, cohésif.

» Fromage fais a base de lait de vache avec présure caprine (protocole de valles et furet)

Figure 22 : Produit fini (fromage frais) pour la formulations (FVCP/VF).

Caractéristiques : le rendement est 7.6% , texture ; pateuse ,non tartinable ,sableuse ,de

colore blanc.

» Fromage fais a base de lait de chamelle avec présure ovine (protocole de Wongoh)

Figure 23 : Produit fini (fromage frais) pour la formulations (FCO/W).

Caractéristiques : le rendement est 11.25% , texture ; un peu crémée, un peu rugueuse ,un

peu tartinable ,sableuse ,de colore blanc.
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conclusion

Cette ¢tude consiste a comparer les caractéristiques de certains types de présure
d'origine animale avec deux protocoles d'extraction et a tester la production de fromage frais a
base de lait (lait de chamelle, lait de chévre, lait de brebis et lait de vache) avec la présure de
cameline , la présure de caprine et présure ovine et présure du bovine.

A travers cette ¢étude, nous avons évalué les parametres physicochimiques du lait de
chamelle ,le lait de chevre, le lait de brebis et le lait de vache respectivement :pH (6.51+0.03,
6.6£1.00,6.57 + 0.01 ,6.57 £ 0.01), l'acidité titrable °D (23.33+5.77, 23.33+5.77, 36.67 + 5.77
, 26.67+5.77), densité (1.029+0.00/ 1.032+0.00/ 1.036+ 0.00/ 1.032+ 0.01) , matiére grasse
% (3.40+£0.00, 3.40+0.00, 3.90+0.00,1.40+0.06) , I’extrait sec total % (11.97+0.0,
11.4£3.01,15.6+0.00,10.19+0.00), cendres % (11.36+0.1, 12.42+0.09,10.9+0.00,10.58+0.00),
taux du protéines % (3.70£0.06, 3.60+0.00, 4.20+0.00,3.50+0.00) et lactose ,0.00+5.50) %
.(0.06+0.00,5.20+6.30, 0.06+5.40

A travers les résultats que nous avons obtenus dans cette étude en comparant le
protocole, wongoh et Vales et furet .Nous voyons clairement qu'il n'y a pas de réponse compléte
a évaluer le protocole de wongoh au détriment du protocole de Vallis. Mais, les deux protocoles
ont des caractéristiques spéciales dans chacune des caractéristiques requises dans ce processus.

on remarque que 1’activité coagulante et la coagulation spéciale se présente au niveau
de la présure de cameline par la protocole de Wongoh (1993) , alors que par la protocole de
valles et furet (1977) D’activité coagulante at la coagulation spéciale est élevée pour la présure
de caprine . La valeur de protéine la plus élevée est celle de 1’extraction de la présure bovine
avec une valeur de 6.75mg/ml déterminée par le protocole de Wongoh (1993), alors que par le
protocole de valles et furet (1977), la valeur €levée est celle de protéine de 1’extrait des ovins.
La force coagulation est grande dans 1’extrait de la présure bovine avec 2137.7 par la protocole
de wongoh(1993), on note une valeur élevée de 4015.3 pour I’extrait ovin. Le temps de
coagulation différe de présure a autre, on observe que ce temps est faible dans le lait ovin par
rapport aux autres présures par la protocole de Wongoh(1993) en comparaison avec les mémes
présures par la protocole de valles et furet(1977) d’une part, aussi le temps de coagulation du
lait chévre est trop court par rapport a tous les autres types de présures extraites par les deux
protocole.

D'autre part, la caractérisation des présures coagulantes ont révélé : une force coagulante
et taux de protéine qui extrait par le protocole de valles et furet (1977 ). Plus élevée de la
protocole d'extraction de wongoh (1993 ). Concernant les résultats des activité coagulant par

la présure cameline , la présure ovine et la présure bovine, sont représentées respectivement
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(59.UP,(46.4UP),(39UP) par le protocole d’extraction wongoh cette valeur supérieur de les

valeur donnée dans le méthode de valles et furet

Donc ,Les résultats obtenus montrent la possibilité d’utilisation de la présure caprine ,la
présure cameline,la présure ovine et présure bovine dans la fabrication du fromage frais .

On peut conclure que les résultats obtenus semblent intéressants d’autant plus qu’ils
montrent la possibilité d’obtention d’extraits enzymatiques (présure cameline et présure caprine
,présure ovine et présure bovine.) capables de coagulants le lait et entraine dans 1’industrie
fromagere en partant des pratiques traditionnelles. Ces extraits sont obtenus a partir de matieres

assez disponibles et inexploitable.
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Annexe 01 : Réactifs
1/ Phénolphtaléine

Laphénolphtaléineou3, 3-bis(4-hydroxyphényl)-1-(3H)-monobenzofuranone(le
symbole ¢@¢ (phi-phi) ou la notation générale HIn, commune a d'autres indicateurs,
sont utilisés) est un composé organique de formule brute C20H1404. C'est un indicateur de
pH (ou un indicateur coloré), c'est-a-dire un composé qui change de couleur selon la valeur
du pH de la solution dans laquelle on le place.
1.Préparation de la solution:
Dissoudre 1 g de phénolphtalé¢ine dans 100 mL d’alcool éthylique a 95°. A employer a la
dose de 1 a 2 gouttes en 1’ajoutant a la solution acide que I’on désire titrer, la solution
alcaline connue étant dans la burette.
1.1.Solution d'hydroxyde de sodium (NaOH) N/9

Permet de quantifier I'acide lactique présent dans le lait en effectuant un dosage
acido- basique en présence de phénolphtaléine
* Préparation de la solution
La préparation de la solution d'hydroxyde de sodium (NaOH) N/9 se fait par dissolution
de4,445 g d'hydroxyde de sodium en pastilles dans un litre d'eau distillée. La
préparation de cette solution doit étre effectuée avec une grande précision.
1.2.Solution Hel 1N:
VI1.C1=C2.V2
Vi=C2.V2/Cu.
Vi:volume de Hcl concentré.
C1: concentration de Hcl.
Cz:concentration de Hcl dilué.
V2: volume de Hcl dilué.
Pour préparer 20 ml de solution Hcl de 1.N on préleve 1.7 ml de Hel concentré ajoutel8.3ml
on dilué par I'eau distillé jusqu'a 20 ml.
1.3.Solution NAOH 1N:
m: C.VM
m : quantité NAOH (g)
¢ : concentration de NAOH g/1 dilué
v : volum NAOH ml
M : masse molaire de NAOH.
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Pour préparer 20 ml du solution de NaOH (1N), on dissout 0.8g de NaOH dans 20 ml d'eau

distillé.

Annexe 02

Préparation de solution de BSA

Préparer une solution a 100mg/1 dans I’eau ultra-pure. Pour cela, préparer une solution a 1g/1

et la diluer 10 fois avec 1’eau ultra-pure. Aliquote en fractions de 10mldans des tubes et les

conserver au congélateur

Tableau 1 : Préparation de la solution étalon de la BSA

N° CS1 S2 CS2 S3 CS3 E CE
7,027966 7,317780 5,651354
D°1 0,097 |96 0,08 5,79626 0,101 03 0,078 |88
4,999275 6,086074 8,042312 5,796261
D°2 0,069 47 0,084 48 0,111 71 0,08 41
6,086074 10,36081 8,621938 6,520794
D3 0,084 |48 0,143 |73 0,119 |85 0,09 09
C
moyen 6,037772 7,414384 7,994010 5,989470
ne 3 39 53 13
N° S1 CS1 S2 CS2 S3 CS3 E CE
32,386610 28,763947 27,677148 24,126938
D°1 0,447 6| 0,397 3| 0,382 2| 0,333 1
28,184321 28,908853 27,966961 24,271844
D92 0,389 1| 0,399 8| 0,386 3| 0,335 7
27,532241 29,488479 23,112592
D°3 0,38 7| 0,407 9 0,37| 26,807709| 0,319 4
C
moyenn 29,367724 29,053760 27,483939 23,837125
e 5 3 5 1

] Les tubes sont incubés a température ambiante pendant 30 min a I’abri de la lumicére.

] Lire les D.O a 570 nm des 5 tube (s1 de a CE contre le blanc (tube N°

).

) Le tracé les de la courbe d’étalonnage de la D.O en fonction de la concentration en BSA.

] Pour détermination la concentration en protéine contenues dans 1’extrait enzymatique brut.

93



Annexes

Annexe 03
Extraction des enzymes coagulants cameline/ caprine/ ovine/ bovine par wongoh(1993)
3.1.préparation des solutions de macération de 1'extraction par methode wongho
v" Macération NaCl 21g + acide borique 7g pour 350 ml d'eau distillé dans bécher 500
ml avec I'abomasa sec de cameline et répété la mémes méthode avec caillette caprine et
caillette ovine et caillette Bovine).
v’ Répétez le macération trois fois pour chaque présure
v" La dure de macération pendant 3 jour .
Annexe 04
Extraction des enzymes coagulants cameline/ caprine/ ovine/ bovine par valles et
furet(1977)
3.2. préparation des solutions de l'extraction par methode valles/furet
v maceration dans une solution HCL V=[ Px1.25 dans HCL 0.2M]
e exemple :maceration caillette bovine :
-p :73.2g (pois caillettes)
Vuer= 73.2%1.25=91.5ml

C1.Vi -Cuct.V ueL

V hcL=C1.Vi / ChcL

CucL: concentration de HCL
0.2x91.5/11.8=1.55ml
V uc.= 1.55ml ON DILUE PAR L'EAU DISTILLE JUSQU'A 91.5ML.

Pendant 60min avec agétation.

Preparation solution AL2(s04) 1% et 5% NA>SO4

1.55( ALSOs) 100

X 1

X=1%1.55/100= 0.015ml

Na:SO4 (5%)
1.55 100
X 5

X=1.55*5/100=0.075ml
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Preparation Nacl sature : 35g dissou dan 100ml

(2p) NACI=23.1 *2=46.2g 1(p/p) HCL  d=(1.19)
23.1=========100
X 1

X (HCL)= 23.1%1/100

Découpage en tranches

Maceration
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Annexe 05

-Etape de fabrication de fromage

[ mesuer le pH J [ lait du fitré J

[ Ajustement CaCL2 et salage J [ chauffage du lait

[ Mouloge J [ Egouttage J
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[ Produite finale J
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