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Le lait par ces grandes qualités nutritionnelles, a toujours été considéré comme
un aliment a part entiere, mais sa consommation a souvent été limitée en raison de sa
grande instabilité, I’irrégularité de sa production attachée au caractere saisonnier, et sa
grande fragilité. Ceci a incité des producteurs a rechercher dautres formes pour
préserver ses qualités nutritionnelles ainsi que de prolonger sa disponibilité dans le
temps ce qui a conduit a |'apparition de la technologie fromagere (Jeantet et al.,
2017).

La transformation du lait en fromage nécessite la coagulation des caséines qui va
permettre de passer de I’ état liquide a I’ état de gel. La coagulation du lait est définie
comme la déstabilisation des micelles de caséine, qui floculent et Sagregent pour
former un gel renfermant les composants solubles du lait. Plusieurs techniques de
coagulation peuvent étre employées (Troch et al, 2017).

La présure de veau est I'agent coagulant le plus utilisé pour la coagulation du lait.
Cette préparation enzymatique est extraite des caillettes de jeunes veaux non sevrés
qui comprend la chymosine, enzyme majoritaire, et la pepsine (Desmazeaud, 1997).

L'augmentation de la production de fromage nécessite une plus grande utilisation
de la coagulase, qui ne peut étre obtenue par le traitement a la présure seul en raison
des rendements irréguliers chez les veaux de lait.

L'extraction de la présure exigerait des sacrifices trés colteux. En effet, elle
nécessite la récupération de la caillette des veaux non sevrés apres abattage, ce qui
impacte fortement les colts du fait des faibles rendements en viande
BELHAMICHE,(2005)) . Ce qui provoque une situation de pénurie de présure %
Seker et al., 1999).

Cette situation est causée par des communautés religieuses qui S opposent a
|’ abatage des jeunes ruminants qui a stimulé la recherche de succédanés de présure
convenables. Ainsi, de nombreuses protéases d origine végétale, microbienne et
animale ont été étudiées.

Selon I’ office national des statistiques, l1a production de I’ industrie fromagere en
Algérie est passee de 20 milles tonnes en 2006 & 30 milles tonnes en 2011 (ONS,
2012).



En Algérie, plusieurs préparations traditionnelles de fromages régionaux tels
gu’Aghoughlou, Djben et Kemaria sont réalisees en utilisant des plantes,
particuliérement des fleurs de chardons et de figuier (Androuét, 2002).

L’ objectif de notre recherche est de valoriser une pratique ancestrale en valorisant un
succédané a base de poisson (chinchard) et de chardon laiteux. Pour atteindre cet
objectif, nous avons structuré notre travail de recherche en deux parties distinctes. La
premiere partie se concentre sur |’étude bibliographique. Quant a la secondesera
dédiée ala mise en pratique. Elle est divisée en deux sections principales : le matériel
et méthodes, la discussion et lesrésultats.

Nous conclurons notre recherche par une synthese générale qui résumera les

principales notre étude.
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|- Généralités sur lelait

Lelait aété défini en 1908 au cours du congres 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
comportant pas de colostrum » (M ekhaneg, 2020).

C’est un liquide sécrété par les glandes mammaires des femelles aprés la naissance du
jeune. Il s'agit d’un fluide agueux opague, blanc, |égérement bleuté, d’ une saveur douceétre et
d un pH (6,6 a6,8) |égérement acide, proche de la neutralité (M ekhaneg, 2020).

I-1 Composition chimique du lait

Le lait est un produit d origine biologique fortement altérable par voie microbienne et
par voie enzymatique. Cest un milieu multiphasique : une phase agueuse contenant
essentiellement le lactose, les minéraux ; une phase dispersée de nature lipidique (globules gras)
et une phase de nature protéique (micelles de caséines).

La composition moyenne du lait (Tableau 1) varie selon différents facteurs liés a
I’animal a savoir ; la race, la période de lactation, le type et la nature de I’ aimentation, la
saison et I’ age (Amiot et al., 2002).

Tableau | : Composition générale du lait en g/100mL (Amiot et al., 2002).

Composants Vaeur moyenne (g/100mL.)
Eau 87,5
Matieres grasses 3,7
Protéines 3,2
Glucides 4,6
Minéraux 0.9

L’ eau, le composant magjoritaire, conditionne I’ état physique des autres constituants, en
intervenant dans I’ émulsion de la matiere grasse et la dispersion des micelles de caséines. L’ eau
intervient dans le développement microbien et les altérations enzymatiques et non du lait
(Talantikite, 2015). Lors de la transformation environ 75 a 80% de cette eau est retrouve dans
le lactoserum avec la maorité des composants polaires (lactose, vitamine hydrosolubles)
(Mahaut et al., 2000).
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Les glucides du lait se présentent sous la forme du lactose a une dose de 47 a 52 g/l,
c'est le glucide le plus abondant du lait de vache. Il joue un réle important, lié notamment a sa
valeur nutritionnelle et a sa fermentescibilité qui commande I’ éaboration de divers produits
laitiers. C’est un disaccharide réducteur qui existe sous deux formes isomeres a et 3, formes se

distinguant par certains caractéres physiques (Mahaut et al., 2000).

Lamatiere grasse du lait se présente sous laforme de petits globules sphériques qui sont
invisibles al’ceil nu (Amiot et al., 2002). Elle se compose principalement de triglycérides, de
phospholipides et d’une fraction insaponifiable, constitue en grande partie de cholestérol et de
[-caroténe.

Les protéines du lait, qui représentent 95% de la matiére azotée du lait, se trouvent sous
deux types : les caséines (80%) et les protéines du sérum (20%). Les composés azotés non
protéiques du lait sont des protéases, des peptones et de |’ urée (Dussault-Chouinard, 2019).

La caséine entiere constitue 80% des protéines du lait, et se trouve sous forme
micellaire. Il existe quatre principaux types de caséines, les caséines aS;, a Sy, B et k. Parmi les
caséines, la k-caséine est la moins phosphorylée et la moins sensible a la précipitation par le
calcium (Britten et Giroux, 2022). De plus, la k-caséine est la seule casé€ine glycosylée, ce qui
lui confére un caractere hydrophile (Britten et Giroux, 2022).11 existe également une caséine y
qui provient de I’hydrolyse de la caséine 3 par la plasmine (Krid et al., 2013).

La caséine aS; possede 199 acides aminés et un poids moléculaire de 23 kDa, ce qui en
fait la protéine la plus importante en termes de masse. Cette caséine est extrémement sensible
au calcium au pH normal du lait (pH=6,7) quelle que soit la température et en présence de
calcium, on constate une formation de flocons (M ekhaneg, 2020).

La caséine aS; posséde 207 AA et 13 a 10 phosphates (aS; ou aS3 ou aS4 ou aSg Selon
le nombre de phosphates) et son poids moléculaire estimé varie de 25kDa, elle représente 8 a
11% de lamicelle de caséine (M ekhaneg, 2020).

La Caséines I3 représentant 25 a 35% de la micelle, avec ses 209 AA et ses 5
groupements phosphates, elle posséde beaucoup d’analogie avec la caséine aS; (Mekhaneg,
2020).

La Caséines y S agit des fragments C-terminaux résultant de la protéolyse de la caséine
[3 par la plasmine (M ekhaneg, 2020).

La Caséines k s agit d'une protéine de 169 AA, phosphorylée (Serine 149) comportant

deux variantes génétiques A et B. Elle comporte un constituant majeur non glycosylé et des
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constituants mineurs glycosylés dont la structure précise est élucidée Une grande majorité de

cette caséine setrouve alasurface de lamicelle, accessible ala présure. (M ekhaneg, 2020).

I-2 Micelles de caséine

Les casénes ont la particularité de se regrouper sous forme de micelles d’ un diametre
moyen de 180 nm, qui sont formées & 92% de proténes et a 8% de minéraux (Figure 01). De
plus, elles contiennent 3-4 kg d’ eau par kg de protéine (Dussault-Chouinard, 2019).

Lamicelle de caséine est une matrice homogene de caséines dans laquelle sont disperses
les nanogroupes de phosphate de calcium. Les protéines s associent entre elles par des
interactions faibles, soit des interactions hydrophobes, des ponts hydrogenes ou encore de
faibles attractions de Van der Waals (De Kruifet al., 2012).

La charge nette des micelles est négative, ce qui leur permet de se repousser entre elles.
Dans leur état natif, les micelles de caséines sont tres stables. Elles peuvent étre chauffées a
100°C et pressurisees a 100 MPa sans perdre leur intégrité (Dussault-Chouinard, 2019). Les
grosses micelles ont une charge minérale plus €levée et des proportions relatives de caséines [3
et k plus faibles que les petites (Talantikite, 2015).

Les micelles de casénes se précipitent toutefois sous |’ effet de la présure ou de |’ acidité
apH 4,6.Le gel formé par la coagulation des casénes, qui retient plus ou moins selon le cas la
matiere grasse, les minéraux, I'eau et les ééments solubles, est la base de produits tels le
fromage et le yogourt(Dussault-Chouinard, 2019).

.fg caseine &
7

pont phosphate
de calcium

caséines
hydrophobes Il

phosphate

Figure 01 : Modéle de micelle de caséine avec sous-unités (Amiot et al., 2002)
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I-3 Coagulation du lait :

La coagulation du lait est une étape importante dans le processus de fabrication du
fromage (Talantikite, 2015). Elle correspond a une modification d’état physique irréversible
des micelles de caséines. Celle-ci entraine un passage du lait de I'é&at liquide a I’ éat semi-
solide aprés formation d'un réseau protéique tridimensionnel appelé coagulum ou gel
(Amimour, 2019). Elle est peut étre obtenue par abaissement du pH (acidification), par action

des enzymes coagul antes ou par action mixte.

[-3.1 Coagulation par voie acide::

Elle consiste a précipiter les caséines a leur point isoélectrique (phi=4.6) par
acidification biologique a I’aide des ferments lactiques qui transforment le lactose en acide
lactique ou par acidification chimique (injection de CO2, addition de glucono-delta-lactone ou
ajout de protéines sériques a pH acide).La voie chimique (acide organique) est uniquement
utilisée en France pour la standardisation du pH du lait avant emprésurage. L’ addition d’ acide

minéral n’est quant a elle pas autorisée (Talantikite, 2015).

[-3.2 Coagulation mixte:

Elle résulte de I’ action conjuguée de la présure et de I’acidification. La multitude de
combinaisons conduisant a différents états d' équilibres spécifiques est a |’ origine de la grande
diversité des fromages a pate molle et a péte pressée non cuite (M ahaut et al., 2000).

Les gels formés par cette coagulation mixte possedent des caractéristiques
intermédiaires entre celles du gel obtenu par voie acide et celle du gel obtenu par voie

enzymatique (Amimour, 2019).

[-3.3 Coagulation par voie enzymatique :

La coagulation par voie enzymatique du lait s effectue par |” hydrolyse des caséines par
le biais des enzymes protéolytiques d origine animale (veau, porc, poulet), végétale (artichaut,
chardon, graines de citrouille) et microbienne (enzymes extraits de certains champignons,
comme : Mucorpusills, Endothiaparasitica), ayant la propriété de coaguler le lait. L’ enzyme
animale la plus utilisée en fromagerie est la présure, provenant du sac gastrique (la caillette) des
jeunes ruminants non sevrés (Amimour, 2019). La présure de veau était le premier MCE utilise
pour lafabrication du fromage, et cette enzyme est également connue pour sa grande spécificité

pour le clivage du caséinomacropeptide de la k-ca).
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La présure de veau était le premier MCE utilisé pour la fabrication du fromage, et cette
enzyme est égaement connue pour sa grande spécificité pour le clivage du

caséinomacropeptide de la k-caséine (Ribeiro et al., 2017). Cette voie comporte trois phases :

» Phaseprimaireou d’hydrolyse enzymatique:
Elle concerne I’hydrolyse de la caséne k, au niveau de la liaison peptidique phénylaanine
(105) et méthionine (106), qui conduit &laformation de paracaséine k (1-105), et de CMP (106-
169)(figure 02).

Lalibération du CMP se traduit par une réduction du potentiel de surface des micelles et
en conseguence, une diminution des répulsions électrostatiques qui al’ état initial contribue a la
stabilité du systéme colloidal (Talantikite, 2015).

Cette phase est indépendante des ions de Ca2+ et elle se produit a des températures variées
(de 0 a50°) (Talantikite, 2015).

CASEINEK

|

Para-casélne k + casélne-macropeptide

| |

[nsoluble Soluble

Llalson hydrolysee

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

PARACASEINE CASEINO-MACROPEPTIDE (CMP)

Figure 02 : Hydrolyse de la caséine k par la présure, (Fox et al., 1994).
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» Phase secondaire ou phase d’agrégation :

Elle correspond a la phase physique, au cours de laguelle les micelles déstabilisées
peuvent se rapprocher et former des liens hydrophobes. L’ agrégation devient possible lorsgu’ un
certain degré d’hydrolyse est atteint puisqu’il existe un niveau minimum de caséine
nécessaire a la stabilisation de la micelle (Benkahoul, 2016). Selon Mahaut et al., (2000) la
réaction secondaire ne commence que lorsque le taux d’hydrolyse de la caséine « atteint 80 a

90%.

> Phasetertiaire ou deformation du gel :

Les micelles agrégées subissent de profondes réorganisations : des liaisons de nature
variées établissent entre les micelles (électrostatiques, hydrophobes et salines) pour former un
gel constitué par un réseau |ache emprisonnant le lactosérum et la matiere grasse (M ekhaneg,
2020).

[-4 Enzymes coagulants du lait :

Les enzymes coagulantes, |a présure ou ses substituts, sont des endopeptidases appartenant
au groupe des aspartyl protéases. Ces enzymes ont une double activité I’ une tres spécifique sur
la caséine k, 1’autre de protéolyse générale portant sur toutes les protéines, qui sont susceptibles
de se manifester aux cours de |’ affinage des fromages (T alantikite, 2015).

Lamajorité des enzymes coagulants le lait sont connus comme des protéases a aspartate et
sont distribués d’ une fagon endémique chez la plupart des vertebres, plantes, levures, parasites
fungi et virus (Naouni , 2009).

La présure de veau est la préparation coagulante traditionnelle la plus utilisé pour
coagulation du lait. De moindres quantités sont obtenues a partir de |’ estomac de chevreau et
d’ agneau. La dénomination présure est réservé a |’ extrait coagulant provenant de la troisiemes
poche de I’ estomac appel ée caillette (Talantikite, 2015). Elle renferme deux enzymes actives,
lachymosine et la pepsine.

La chymosine est la protéase maeure responsable d’au moins 85% de I’ activité
coagulants totale. Elle est stable entre pH 5 et 6 ; son activité est optimale a pH voisinsde 5 ;
elle est inactivée apH 7,5 et dénaturée a pH 8. Sa température optimale d’ action est voisine de
40°C. L’inactivation thermique débute vers 50°C pour atteindre le maximum a 61°C

(Talantikite, 2015).
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La pepsine est le constituant mineur de la présure dont |a sécrétion gastrique ne devient
prépondérante qu’'aprés sevrage. Elle est produite sous forme d'un précurseur inactif, le
pepsinogene. 1l passe par acidification sous laforme active : la pepsine de poids moléculaire 35
kDa. Elle est thermosensible en solution aprés 55°C températures a 70°C. Elle est relativement
stable a des pH compris entre 5 et 5,5. Son activité enzymatique est plus élevée entre pH 1 et 4
avec un maximum vers 1,8 et varie selon la nature du substrat (T alantikite, 2015).

I-5 Succédanés dela présure:

Lacoagulation du lait est une étape importante pour la préparation du fromage. L’ ancien
coagulant utilisé en fromagerie est la présure. Cependant, et a la suite d une pénurie mondiale
croissante, de nombreuses recherches ont été développées pour sélectionner des succédanés
utilisables industriellement d origines diverses : microbiennes, végétales et animales (Krid,
2013).

De nombreuses protéases sont capables de provoquer 1a coagulation du lait, mais toutes
ne sont pas pour autant aptes a la fabrication fromagere car elles ne présentent pas les
propriétés biochimiques et technol ogiques requises (Talantikite, 2015).

Les inconvénients maeurs de I'utilisation des protéases de remplacement sont dans
certains cas, la baisse du rendement fromager (Amiot et al., 2002). Les protéases, en plus de

leur activité coagulante, interviennent dans I’ affinage des fromages. (M ahaut et al., 2000).

[-5.1 Succédanésdelaprésured’origineanimale:

Les enzymes sécrétées par |’ estomac des mammiféres sont celles qui sont intéressantes
pour la fromagerie. Dans cet intervalle sont incluses les pepsines de différente espéce animale,
principalement bovine, ovine, caprine, porcine et aviaire. Ces différentes pepsines sont parfois
utilisées en mélange avec la présure a des proportions variables qui dépendent du type de
fromage a préparer (Krid, 2013).

L'utilisation de la pepsine du lapin, comme agent susceptible de remplacer |a présure, a été
rapportée par Abd-EL-Rahman et a. En 1990. Par ailleurs, la pepsine du pro-ventricule du
poulet a éte utilisée dans lafabrication de fromages locaux en Israél (Cuvellier , 1999).

La paroi interne de I'estomac de la morue de I'atlantique secréte une pepsine qui permet
de coaguler le lait a 15°C plus efficacement que la chamoisine de veau d'ou la possibilité, selon
Haard et al. (1980), de contréler |'activité protéol ytique excessive par inactivation thermique.
La pepsine de chinchard est une enzyme extraite de I'estomac de ce poisson. Elle est connue

pour sa capacité coagulante, ce qui en fait un ingrédient clé dans la production de succédanés de
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présure a base de I'estomac de chinchard. Cette enzyme est utilisée dans I'industrie fromagere
pour coaguler lelait et former le caillé, essentiel alafabrication de divers types de fromages
L'estomac de chinchard est choisi comme source pour |a pepsine en raison de sa richesse
en enzymes coagulantes. Lors du processus de fabrication des succédanés de présure, les
estomacs de chinchard sont traités pour isoler et extraire la pepsine. Apres purification et
séchage, le résultat final est un succédané de présure contenant cette enzyme coagulante

provenant de I'estomac de chinchard.

[-5.2 Succédanés de la présure d’origine végétale :

Contrairement a la présure qui est spécifique a la k-caséine, les aspartyl-protéases des
plantes peuvent hydrolyser les caséines a, B et K, ce qui provoque, une amertume et des défauts
de texture des fromages et qui limite leur utilisation industrielle. Plusieurs préparations
coagulantes sont issues du régne végétal et sont extraites par macération de différentes parties
de plantes supérieures.

L’utilisation de chardon laiteux, scientifiguement appelé Slybummarianum comme
agent coagulant a été considérée comme |'un des facteurs déterminants de la qualité des
fromages typiques portugais au lait de brebis.

D’ autres végétaux fournissent des coagulases telles que les ficines extraites du latex du

figuier, la papaine du papayer, labromelaine de I’ ananas (T alantikite, 2015).

[-5.3 Succédanés de la présured’origine microbienne :

Déférents alternatives microbiennes sont utilisées pour la production de la présure, mais
cette technologie n’'est pas adaptée a la production de fromage de qualité. Ils sont responsables
du gout amer (Walsh et li, 2000; Kumar et al, 2006).

De nombreux especes de bactéries ont été étudiées, notamment celles appartenant aux
genres Bacillus et Pseudomonas (Bacillus cereus, Bacillus polymyxa, Bacillus subtilis et
Bacillus coagulants). Les résultats ont éé en général décevants en raison de I'activité
protéolytique généralement trés élevée de ces protéases par rapport a celle de la présure. La
protéase de Bacillus cereus dégradait rapidement la caséine entiere (M ekhaneg, 2020).

Il existe aussi des protéases fongique ont donné de de meilleurs résultats, souvent
comparables & ceux obtenus avec la présure (M ekhaneg, 2020).
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l. Matériel et méthodes :

Afin d atteindre I’ objectif de la présente étude, sept échantillons ont été exploreés afin
d étudier leur activité protéolytique. Ces échantillons appartient aux regne animale a savoir le
tube digestif du lapin Oryctolagus cuniculus, les proventricules du poulet Gallus gallus
domesticus et I’estomac des poissons; la Lotte Lota lota, le chinchard Trachurus , le
Bouldogue Carcharhinus leucas et |la Raie manta océanique . Un seul échantillon
appartenant au regne végétal a éé choisi, qui est la plante du chardon laiteux Galactite
tomenteuse.

.1 Matériel végétal et animal :

Larécolte du chardon laiteux, a été faite au mois de mars a Ait Smail. Les parties

récoltées sont les feuilles et les tiges, en fonction de lalocalisation de I'enzyme recherchée.

Les feuilles, fleurs et tiges récoltées ont été séchées ensoleillées pendant un certain
temps. Une fois séchées, elles ont été broyées a l'aide d'un broyeur électrique jusgu'a
I'obtention d'une poudre. Les particules obtenues ont été tamisées al'aide de tamis de diamétre
250 um pour obtenir une poudre homogeéne.

Les poudres de feuilles, fleurs et tiges ainsi obtenues ont été stockées dans des
récipients en verre opagues et scellés hermétiquement, puis conservees al'abri de lalumiere et
de I'humidité jusgu'a l'extraction.

Les échantillons du poisson sélectionnés ont été récupérés au niveau du poissonnier de
la ville de Bgaia. Les tubes digestifs du lapin et les proventricules du poulet ont éé
récupérés, de chez un boucherie de laville de Bgjaia. Tous les échantillons sont transportés

au frais jusqu’au laboratoire de technologie aimentaires. Une fois bien nettoyés et lavés, les

parties recherchées sont conservées au frais jusgu'al’ extraction.

|.2. Préparation des extraits enzymatiques :

[.2.1. Procedes d’ extraction del’enzyme végétale :

L’ extraction est réalisée selon la méthode décrite par Sousa et Malacata (2002) et Lamas et
al., (2001).

Une prise d'essai de la poudre (1 g) solubilisée dans 7 mL de tampon phosphate (0.05 M,
pH=5.5) puis laissés au réfrigérateur pendant une nuit. Puis filtrée sur du papier filtre, et le
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filtrat récupéré est centrifugée a1 5 000 g pendant 20 min a4 °C. Le surnageant récupére, qui
représente I’ extrait enzymatique brut, est répartit dans des Eppendorfs de 2 mL, et gardé au

congélateur.
|.2.2.Procédés d'extraction del'enzyme animale :

L’ extraction des extraits enzymatiques des échantillons animaux étudiés a été réalisée selon la
méthode adoptée par Maachou (2011) en utilisant le tompon d'acétate de sodium 1M apH 5.

Une macération a été réalisee pendant trois heures sous agitateur magnétique. La solution
obtenue a été filtrée a I'aide d'un papier filtre pour obtenir I'extrait enzymatique. L'extrait
obtenu a été placé dans un tube, puis centrifugé a 4000 tours/minute pendant 15 minutes pour
séparer le culot du surnageant. Ensuite, a I'aide d'acide chlorhydrique a 12 %, le zymogene
obtenu a été activé a pH 2 pendant 30 minutes pour obtenir de la pepsine. Un gjustement du
pH a5 a été effectué avec du NaOH, nécessaire pour stabiliser I'enzyme. Enfin, la pepsine

obtenue a été conservee au réfrigérateur a+ 4 °C.
|-3 Caractérisation physico-chimique del’ extrait brut :

Pour la caractérisation des extraits enzymatiques récupéres, diverses analyses ont été
menées a savoir ; la couleur, I'aspect (la texture), le potentiel d’Hydrogéne et |a teneur en

proténe.

La couleur et I’aspect des extraits étudiés sont déterminés selon la méthode AFNOR
(1981), et ceci al’aide de la sensation de toucher et visuelle.

Le potentiel hydrogéne (pH) a éé déterminé selon la méthode de AFNOR (1981),
directement en utilisant un pH-metre éectronique, qui affiche la valeur sur son écran apres
avoir plongé son éectrode dans un bécher contenant I'extrait enzymatique, dont la mesure est

réalisée en cing répétitions, et une moyenne est aors calculée.

La teneur en protéines totales des extraits enzymatiques a été déterminée selon la méthode de
Bradford (1976). Cette méthode colorimétrique repose sur |'adsorption du bleu de Coomassie
G-250 sur les protéines. Une fois lié aux proténes, le bleu de Coomassie vire au bleu avec
une absorbance maximale autour de 595 nm, dont l'intensité de la coloration est
proportionnelle a la quantité de protéines présentes dans I'échantillon. Pour 500 puL de chaque

extrait enzymatique, 2 mL de réactif de Bradford ont été gjoutés. Apres homogénéisation avec
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un vortex, le mélange a été conservé a l'obscurité et a température ambiante pendant 20
minutes. Ensuite, I'absorbance a éé mesurée au spectrophotométre a 595 nm. La
concentration en protéines des extraits enzymatiques a été déterminée en se référant a une
courbe d'étalonnage établie avec la protéine de sérum albumine bovine (SAB) dans les mémes

conditions expérimental es.

|.4. Mesure des activités enzymatiques :

[.4.1. L'activité enzymatique :

Des extraits bruts ont été estimeés par deux méthodes : la mesure de I'activité protéol ytique et

I'évaluation de |'activité coagul ante.
|.4.2. L’ activité protéolytique:

L'activité protéolytique (AP) est évaluée en utilisant la méthode décrite par Green et
Stackpoole (1975). Cette méthode mesure le taux de dégradation du substrat (caséine) par
I'enzyme pendant la phase enzymatique primaire. Pour cela, hous mesurons la concentration
de produits d'hydrolyse de la caséine, qui sont solubles dans |'acide trichloracétique (TCA) a
une concentration finale de 12%.

Notre évaluation de I'activité protéolytique des extraits enzymatiques repose sur |'utilisation
de la caséine comme substrat. Lorsgue la caséine est hydrolysée par une protéase, de la
tyrosine ains que d'autres acides aminés sont libérés. L'activité protéolytique est mise en
évidence par un dosage colorimétrigue des groupements tyrosine a l'aide du réactif de Folin-
Ciocalteu, selon laméthode de L owry (1951).

L'activité est calculée en se référant & une courbe d'étalonnage établie en utilisant la

tyrosine comme étalon.

Une unité de protéase (U) correspond a la libération d'1 pug de tyrosine en une heure de
digestion par 1 mL d'extrait enzymatique, en utilisant soit la caséine, soit I'némoglobine
comme substrat (M echakra, 1999).

La procédure réactionnelle consiste a mélanger 1 g de caséne dans 50 mL de tampon
phosphate (0,1 M, pH 7). Un volume de 1 mL de ce mélange est ensuite gouté a 1 mL
d'extrait enzymatique, puis agité vigoureusement et incubé au bain-marie a une température
de 35 °C pendant 20 minutes.
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La réaction est ensuite arrétée en gjoutant 5 mL de TCA a 5% et laissée en repos pendant 15
minutes a température ambiante. Ensuite, le mélange est centrifugé et 0,5 mL de surnageant
est mélangé avec 2,5 mL de la solution C, préparée en mélangeant 100 mL de la solution A
avec 2 mL de la solution B. La solution A est préparée en mélangeant 1 g d’hydroxyde de
sodium (NaOH) et 5 g de carbonate de sodium (Na2CO3) dans 250 mL d'eau distillée. La
solution B est préparée en mélangeant 0,1 g de tartrate sodium-potassium (C4H4KNaO6) et
0,032 g de sulfate de cuivre CuSO4 dans 10 mL d'eau distillée. Aprés une incubation de 10
minutes a 35 °C, un volume de 250 uL de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué au 1/2) est gjouté.
Une fois le mélange bien agité et incubé a une température de 35 °C pendant 20 minutes, une
coloration bleue apparait, et |'absorbance est mesurée a 660 nm. La concentration en tyrosine
des extraits est déterminée en se référant a une courbe d'éalonnage réalisee avec de la
tyrosine dans les mémes conditions expérimentales. L'activité protéolytique, exprimée en
pg/h.ml, correspond alalibération d'1 pg de tyrosine résultant de I'hydrolyse enzymatique par
heure et dans 1 mL de substrat. A partir de I'activité protéol ytique, nous cal culons une activité

spécifique, exprimeée en U/mg.

L'activité spécifique est définie comme le rapport entre |'activité enzymatique et la teneur en

protéines de |'extrait enzymatique.

Activité spécifique = activité enzymatique (U) / teneur en proténes (mg)

|.5. Evaluation del’ activité coagulante:

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

La technique consiste a gjouter a 100 ml de CaCl2 (0.01M) ,12 g de lait écrémé
avec gjustement du pH & 6,5. A 1 ml de I’ extrait enzymatique. Le temps de coagulation
est mesuré a 35 °C ; et correspond au temps nécessaire a |’ apparition des premiers
flocons dans un mince film de lait s écoulant sur la paroi du tube incliné.

L’ activité est exprimée en unité présure (UP) et calculée d' apres I’ équation suivante :
100 =V

UP=—
10xt =V
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AvVec:

UP = unité présure ;

V =volume de lait (substrat de Berridge) ;

10 = volume du substrat standard (10 mL) ;

100 = temps de coagulation du substrat standard (100 secondes) ;
v = volume de |’ extrait d’ enzyme;

t = temps de floculation en seconde.

L’ activité coagulant peut étre aussi exprimée sous forme de force coagulante en unités
Soxhlet (M oschopoulou, 2011). En pratique, la force est exprimée par le rapport du volume
en litre de I’ extrait enzymatique a celui du lait coagulé. Ainsi, un extrait de force 1/10 000
signifie qu’un litre de I’ extrait enzymatique provoque la coagulation de 10 000 litres de lait a
35 °C pendant 40 min (Alais, 1974). La force coagulante (F) est calculée selon la formule

suivante:
__ 2400+V

txv

F

Avec:

V: volume delait ;

v : volume del’ extrait de |’ enzyme;

T : temps de coagulation en secondes ;

2400: temps d’incubation (40min) x 60 secondes.

| .6 Etude des paramétresinfluencant I’ activité enzymatique::
|.6.1.Effet delatempératuresur I’ activité coagulante:

L’influence de la température sur I’ activité coagulante est étudiée en mesurant
I’activité coagulante de I'extrait enzymatique brut des échantillons, a différentes
températures et en utilisant le substrat de Berridge comme substrat de la réaction
enzymatique, préparé dans les mémes conditions, a savoir la concentration en CaCl,
(0.01 M), et le méme pH 6,4.

Les températures utilisées sont : 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60°C pour I’ extrait

enzymatique brut des échantillons.

|.6.2.Effet du potentiel hydrogene sur I’ activité coagulante :

Afin déudier I'effet du pH sur I'activité coagulante de |’ extrait enzymatique des
échantillons étudiés, le pH du lait (substrat de Berridge) est gjusté aux valeursde: 6 ; 6,5
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;7 ;7,5 ; 8 pour |I'extrait enzymatique brut des échantillons éudiés, par |’addition des
solutions de HCI (0,1 N) ou de NaOH (0,1 N).

La température du lait est ramenée a 60 °C pour |'extrait enzymatique brut des
échantillons la température est a 37 °C afin de mesurer le temps de coagulation qui

correspond au temps s’ écoulant entre I’ addition de 0,5 ml I extrait enzymatique a5 ml du
substrat de Berridge et I’ apparition des premiers flocons caséines visibles al’ceil nu sur
laparoi interne du tube incliné subissant un lent mouvement de rotation.

Le pH est gusté par addition d’une solution d'HCI ou de NaOH 1 N. Le choix de cet
intervalle de pH est basé sur le fait qu'a des valeurs de pH inférieures a 5,8, la
coagulation peut devenir une coagulation acide. L’augmentation du pH a des valeurs
supérieures a 7,0 peut provoguer I'inactivation de la protéase employée. En outre, la
coagulation du lait, en fromagerie, est réalisee ades pH inférieursa 7,0.

|.6.3. Effet de la concentration en chlorure de calcium (CaCl,) sur I’activité

coagulante:

L’'influence de la concentration de CaCl2sur |’activité coagulante des extraits
enzymatiques étudiés est réalisée a 35°C a pH de 6.4, en utilisant le substrat de Berridge
comme substrat de laréaction enzymatique, préparés avec des différentes concentrations du
lait en ions de CaCl2 :0.005M, 0.02M, 0.03M, 0.04M, 0.05M.

|.6.4. Effet dela concentration del’enzyme sur I’ activité coagulante:

L’ influence de concentration de I’enzyme sur I’ activité coagulante est réalisée
par |I'gjout de I'extrait au substrat de Berridge préparé, a une température de 35°C et
cet effet a été déterminé en faisant variée leurs concentrations de 250p, 750uL,

1000pL, 1250uL, 1500pL
|.7. Elaboration d’un fromage frais

Par les extrais éudiés et par la présure Un fromage frais est préparé, en suivant les
étapes du processus de (L uquet, 1987), le lait utilisé est un lait cru de chévre, transporter au
laboratoire glace, le lait est pasteurise a 90°C. A lafin de cette opération, le lait est réparti
dans trois béchers stériles, on plonge les récipients dans un bain de glace, jusqu’ a température

optimale d ensemencement pour chague extrait enzymatique.

16



Partie expérimentale matériels et méthodes

Le lait destiné pour I’ensemencement avec I’extrait de chardon laiteux et du poisson est
refroidi jusgu’ a température de 60°C, et celui ensemenceé avec |’ extrait de présure est refroidi
jusgu’ a40°C.

L’ ensemencement de chaque lait, est réalisé, avec un volume de 15 ml d' extrait de
chardon laiteux, 15ml d’extrait de poisson et une solution de présure ( 2g de poudre présure
dans 10 ml de I'eau distillé, 1g de Nacl et gouté ) respectivement. La coagulation a été
réalisée dans une éuve thermostatée a 45°C pendant 12h environs, jusgu’a |’ obtention du
caillé, qui sera découpé a I’aide d’'un couteau, et transvasé sur une toile pour I’ égouttage.
Cette opération, est améliorée par une pression ala main de latoile. Les caillés bien égouttés
sont répartis dans des récipients de conservation, additionnés d’ NaCl.

Figure 03 : Photographie des échantillons de fromage élaborés .

A : Chardon laiteux B : chinchard
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|.8. Rendement fromager :

Le rendement fromager est calculé selon la méthode décrite par AFNOR 1980, en utilisant
la formule suivante : (Pc/ Pl) x100

AVec:

Pc= poids du coagulum.
Pl= poids du lait

1.9. Analyse sensorielle des fromages :

La réadlisation de I’ analyse sensorielle a pour but de comparer entre les fromages, dont
le premier issu de la coagulation par la pepsine de chinchard, le second par la pepsine du
chardon laiteux et le troisiéme issu de la coagulation par la présure, ains que d' estimer le

degré d’ acceptabilité du (Figure 03).

L’ évaluation sensorielle des produits expérimentaux a été réalisée au niveau du laboratoire
technologie aimentaire, de I'université Abderrahmane Mira de Bejaia, et ceci en présence
d'un jury de dégustateurs dont la majorité d'agé de 20 a 35 ans. Une présentation de 3
échantillons de fromage de portion de (59) est exposée de facon anonyme aux dégustateurs

(Figure 04). Un questionnaire portant des critéeres bien établis est présenté.

7

" 4
- a

y.

Figure 04 : Photographie des échantillons de fromage frais obtenu.
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l. Caractérisation physico-chimique des extraits enzymatiques
végétaleset animale:
Apres |’ opération d extraction effectuée, un extrait d origines végétales et un extrait d’ origine
animale ont été recupére.

e L’extrait enzymatique animal : del’ estomac de poisson de chinchard ou

Trachurusspp.

e L’extrait enzymatique végétale : du chardon laiteux

Les résultats de la caractérisation des extraits enzymatiques obtenus sont représentés dans le
tableau I.

Tableau I : Caractéristiques physicochimiques des extraits enzymatiques de chinchard et
chardon laiteux.

/ Chardon laiteux Chinchard
Protéine (mg/mL) 90,46+ 0,1 93,52+ 142
Activité protéolytique 1753+1,2 704+ 4.4
(ng/mL.min)
Activité protéolytique 0,19 0,75

spécifique (ug/mL.min)

For ce coagulante(F) 1,988 35
Couleur Verdétre Blanchétre
Texture Liquide Liquide
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Lerendement :

Tableau III : tableau représente |le rendement de fromage chinchard et de

chardon laiteux .

/ Chinchard Chardon laiteux Présure
Rendement 16,40 % 13,06 % /
(%)

L’ extrait de chinchard obtenu est une solution de couleur blanchétre présente un aspect
liquide.

L’ extrait enzymatique du chardon laiteux est une solution de couleur verdatre avec un aspect
liquide.
Le rendement d extrait enzymatique de chinchard est de 16,40% par contre |le rendement

d’ extrait enzymatique de chardon laiteux est de 13,06%.

D’ apres les résultats obtenus, lateneur en protéine des extraits enzymatiques la plus é evée est
retrouvée dans I’ extrait enzymatique (pepsine) de chinchard 93,52 + 1,42 (mg/mL) et de

90,46 = 0,1(mg/mL) dans |’ extrait enzymatique chardon laiteux.

Ces résultats ont montré également que I’ extrait d’ origine végétale possédent moins de
protéines par rapport al’ extrait enzymatique d’ origine animale.

L’ activité protéol ytique est basée sur |’ estimation de la quantité de peptides ssmples et des
acides aminés libres formés par I” hydrolyse d'une protéine sous I’ action d’ une protéase ou un
mélange de protéases.

Les résultats obtenus de I’ estimation de |’ activité protéolytique (exprimée par le taux de
tyrosine libéré) des extraits enzymatiques étudiés indiquent que I’ activité protéol ytique de
I’extrait animal (pepsine de la chinchard) est de 70,4 + 4,4 (ug/mL. Min), plus élevée que

celle des extraits enzymatiques d'origine végétale (chardon laiteux) 17,53 &+ 1,2 (ug/mL. Min).

Pour la production des fromages de qualité, il faut tenir compte de leur grande activité
protéol ytique non spécifique supplémentaire qui leur donne le pouvoir d’ hydrolyser les

caséines a et B (Lapointe-Vignola 2002).
20



Partie expérimentale Résultats et discussion

L’ activité protéol ytique spécifique de I’ extrait enzymatique d’ origine animale (chinchard 0,75
(ug/mL. Min)) est plus ¢levée par rapport a 1’extrait d’origine végétale (chardon laiteux 0,19

(ug/mL. Min)).

Les résultats de la présente étude ont montré que les extraits étudiés possédent tous une
activité coagulante remarquable, et ceci par la capacité des protéases de chardon laiteuxainsi

des pepsines de chinchard a coaguler le lait.

Et pour la force coagulante du chinchard, on la compare a celle du chardon laiteux, on
remargue gue la force coagulante du chinchard (3,5) est supérieure a celle du chardon laiteux
(1,988).

Les résultats de la présente éude montrent que les deux extraits ont des forces

coagul antes différentes.

Cette différence peut étre attribuée a plusieurs facteurs, tels que le caractére variéta,
lié au sol, les conduites agronomique et le climat, ainsi que le taux d’ ensoleillement (Durand
et Chantraine 1982).

La différence de la force coagulante peut étre aussi liée au pH d emprésurage qui
influe directement sur la force coagulante des enzymes, Le temps de floculation diminue
davantage lorsgue le pH est abaissé au-dessous de sa valeur normale dans le lait. Toutes les
enzymes coagulantes de fromagerie sont des protéases a caractere acide.
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[1. Détermination des conditions optimales de coagulation des extraits
enzymatiques étudiés :

[1.1. Effet dela concentration d’enzyme sur |’ activité coagulante:

L’ effet de la concentration des extraits enzymatiques de chinchard et chardon laiteux sur
I activité coagulante a été étudiée en variant la concentration de ces extraits aux valeurs de
250uL ; 750uL ; 1000uL ; 1250uL ; 1500uL. Les résultats obtenus sont représentés dans la

figure suivante :
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X
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=
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o
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=
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Figure 05 : L’influence de la concentration de I’ enzyme sur |’ activité coagul ante.

Les résultats obtenus, de [I'influence de la concentration de [|'enzyme sur
I" activitécoagulante,indiquent une augmentation de I’ activité coagulante avec I’ augmentation

de laconcentration en enzyme.

L’ activité coagulante la plus élevée pour chinchardet chardon laiteux est atteinte a

laconcentration de 1500uL.
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Selon Ramet et Weber (1980) la concentration en enzyme dans les limites utilisées
enfromagerie influe aussi sur la vitesse de raffermissement du gel. Elle n’a en revanche pas
d effetsur lafermeté.

I1.2. Effet dela concentration de Cacl2 sur I’ activité coagulante

L’ addition du chlorure de calcium au lait, réduit son PH, qui résulte de |’ augmentation
du taux d’ agrégation des protéines (Flueler et Puhan, 1978 ; Gastaldi et al., 1994).

L’ effet de la concentration du CaCl2 du lait sur I’ activité coagulante de I’ extrait
animale (chinchard) et végétale (chardon laiteux) a été étudié en variant la concentration du
CaCl2 du lait aux valeurs de 0,005 ; 0,02 ; 0,03 ;0,04 ;0,05 M.

L es résultats obtenus, sont représentés dans la figure N°2.
100,00%
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g
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©
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Figure 06 : L’ effet du Cacl2 sur |’ activité coagul ante des extraits enzymatiques étudiés
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Les résultats obtenus, de la présente éude, montrent que I’ activité coagulante des
extraits augmente avec I’augmentation de la concentration de CaCl2, dont I’ activité, la plus
élevée est observée a la concentration de 0,05M pour I’ extrait enzymatique de chinchard et

chardon laiteux.

Pour |’ extrait de chardon laiteux I’ activité passe de 49,67 % a la concentration 0,005
M et atteint son optimal aux valeurs 0,05 M a 100 %.

Pour |’ extrait de chinchard!’ activité passe de 31,32 % concentration 0,005 M et atteins
son optimale aux valeurs 0,05 M a100 %.

Aux concentrations élevées, | activité coagul ante baisse par un effet inhibiteur del’ion

calcium. Ceci s explique par I’inhibition des caséines du lait (Cheftel et al, 1977).

Selon Daviau et al (2000), le calcium a des effets opposés en fonction de sa
concentration PH. Le calcium apporté sous forme de CaCl2 entraine une augmentation de la
force ionique, une diminution de PH et une élévation du produit de solubilité apparent du
phosphate de calcium. Il en résulte alors une augmentation des concentrations en calcium

soluble et ionique.

Le chlorure de calcium empéche les charges positives et négatives des micelles et
augmente leur hydratation (Zoon, 1989). Ceci est en accord avec les résultats trouves par
d’ autres auteurs (Daviau, 2000 ; N&jera, 2003), indiquant que les interactions
électrostatiques ains que les répulsions stériques jouent un réle complémentaire dans la
déstabilisation du systeme micellaire.

Ce résultat confirme que I’ effet du calcium sur le taux de raffermissement du gel est
fortement dépendant du PH car le couple PH et concentration du lait en chlorure de calcium
(CaCl2) est la seule combinaison qui affecte la fermeté du coagulum et |a vitesse de formation
du gel (Najera, 2003; Mietton , 2004).
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11.3. Effet du PH sur I’ activité coagulante :

Le potentiel d' hydrogéne influence le fonctionnement des enzymes. De ce fait, il

existe un pH optimal, autour duquel |'enzyme fonctionnera le mieux et sera plus efficace. Ce

pH optimal, propre a chague enzyme, se situe généralement pour la plupart des enzymes aux

alentours de 6-7 (PH neutre), et plus on séloigne de cette valeur, plus |'enzyme est dénaturée.

En effet, I'acidité du milieu peut déformer la structure tertiaire d'une enzyme de fagon plus ou

moins importante. Cette déformation de I'enzyme modifie son action, et ne fonctionne plus
normalement et sa vitesse catal ytique est réduite (Robitaille et al., 2012).

Les résultats obtenus, de I'évaluation de I'activité coagulante des extraits enzymatiques

étudiés en fonction du PH du lait, sont représentés dans la figure suivante :
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Figure 07 : Représentation graphique de I’ influence du pH sur I’ activité coagul ante des

extraits enzymatiques éudiés.
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Les résultats obtenus montrent que |’ activité coagulante maximale est atteinte a la
valeur du PH égale a 6,5 pour les deux extraits anima (chinchard) et végétale (chardon
laiteux).

Pour I’extrait de chardon laiteux |’ activité passe de 78,45 % a PH = 6 et atteint son
optimum aux valeurs proches de PH = 6,5 a 100 % suivie par une perte importante de

I’ activité de coagulation du lait aux valeurs proches de pH = 7.

Pour extrait enzymatique du chinchard I’ activité passe de 83,68 % a PH = 6 et atteint
son optimum aux valeurs proches de PH = 6,5 a 100 % suivie par une perte importante de

I’ activité de coagulation du lait aux valeurs proches de PH = 7,5.

L'influence de I’ acidification sur le temps de floculation résulte pour une part d'un
effet sur I'activité de I’enzyme, et d’'autre part sur la réaction d agrégation par suite de la
diminution de la stabilité des micelles, liées a la neutralisation des charges négatives, et la

libération d’'ion calcium a partir des complexes dissous et colloidaux (Ramet, 1997).

Green et al. (1984) ont indiqué que lorsque le PH du lait est abaissé a 6,5 I’ activité

coagulante de I’ extrait pepsiniques subit une double augmentation.

D’Ambrosio et al. (2003) ont indiqué que la pepsine purifiée du poisson a une activité
optimale enregistrée aux valeurs de PH de 6,5 et 7,5.

D’ apres les résultats de la présente étude, le pH joue un réle trés important dans la
coagulation du lait et son influence sur I’ activité coagulante des enzymes est dépendante de

leur origine.

|1.4. Effet delatempérature sur I’activité coagulante

Lorsgue la température du milieu augmente, les particules (molécules ou ions) sont
plus agitées, ce qui favorise larencontre des différents réactifs. Les molécules sentrechoquent
et libérent de I'énergie, qui permet ensuite d'atteindre plus rapidement le palier de I'énergie
d'activation nécessaire a la réaction. Dans ce cas, |'augmentation de la température a un effet
positif sur la réaction, mais aprés une certaine activitéthermique, elle diminue en raison de la
dénaturation (Bayraktar et Onal, 2013; Kumar et al, 2012; Ozer et al, 2010).

Les résultats obtenus, de I’influence de la température sur I’ activité coagulante des
extraits sont représentés dans la Figure N°4.
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Figure 08 : Représentation graphique de I’ influence de latempérature sur I’ activité

coagul ante des extraits enzymatiques étudiés.

L’ effet de la température résulte de la conjugaison de deux effets, |’un sur la réaction
enzymatique, I’autre sur la phase secondaire de la coagulation et qui correspond a |’ étape
d’ agrégation. En effet, la coagulation du lait ne peut avoir lieu qu'a des températures
supérieures ou égales a 18 °C. Cela est di a I'importance des interactions hydrophobes dans
I’ agrégation des micelles hydrolysées (Hor ne et Banks, 2004).

Pour I'extrait du chardon laiteux,|’ activité passe de 36,78% a température de 35C° et
atteint son optimum aux valeurs 100% a 55 C° et décroit a 60 C°, et a partir de 65 C°,on

remargue la dénaturation et I’ activité enzymatique est suspendue.
Pour I’ extrait enzymatique de chinchard I’ activité passe de 25,54 % a 35 C° atteint son

optimum aux valeurs proches de 100 % a 55 C° et décroit a60 C°. A partir de 65 C° I’ enzyme

du chinchard devient inactive.
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Robitaille et al., (2012) ont mentionné aussi que chague enzyme possede une
température optimale spécifique. Plus cette température baisse, plus le mouvement
moléculaire sera réduit et plus la cinétigue enzymatique sera lente et |I'enzyme devient

inactive.

Le processus de l'inactivation de I’enzyme a des taux extrémement élevés de
températures étale sur deux étapes, d'abord par I'ouverture partielle des structures ;
secondaire, tertiaire et quaternaire de I’enzyme qui sont dues a la rupture des liaisons
covalente et des liaisons hydrophobes. Plus loin, la structure primaire de I’ enzyme change car

certains acides aminés sont endommagés par le chauffage (M asfufatun, 2009.)

Les résultats obtenus de la présente éude, montrent que I’ activité enzymatique des
deux extraits est tres influencée par la température. Cette activité augmente avec
Iaugmentation de latempérature, jusqu’a un certain seuil, puis elle décroit.

[11. Analyse sensorielle
L’ analyse sensorielle est la technique qui utilise les sens de I’homme pour connalitre et

décrire les caractéristiques organoleptiques d’ un produit. Les résultats de dégustation ainsi

gue les préférences des trois fromages étudiés, en se basant sur les caractéres suivants :

Couleur, Odeur, I'arriére-gout, Texture, aspect visuel sont donnée respectivement dans la

figure suivante :

M Présure

chinchard

Individus en %

chardon laiteux

Foncé Moyene Clair Blanc jaune

La couleur

Figure 09 : Résultats de I’ évaluation de la couleur par les dégustateurs des fromages
élaborés.

28



Partie expérimentale Résultats et discussion
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L’ apprécie de la couleur

Figure 10: Résultats de I’ appréciation de la couleur par les dégustateurs des fromages
élaborés.

D’ apres les résultats obtenus, il est clair que les trois fromages présentent des
points communs et des points de différences. La magjorité des dégustateurs ont mentionnée
gue les deux échantillons (chinchard et présure) ont une couleur blanche, et de couleur jaune
pour |’ échantillons de chardon laiteux. La couleur est bien appréciée pour les trois
échantillons précédents.

Les résultats obtenus, pour le critere d'odorat assurent que I'odeur est
moyennement appréciée pour présure et a une odeur |égérement forte est ressentie parcertain

dégustateurs vis-a-vis du fromage issu de la coagulation par |’ extrait de chinchard et chardon
laiteux.
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Figure 11 : Résultatsde |’ évaluation de |’ odorat par |les dégustateurs des fromages
éaborés.

La stabilité de I’ arriére-gout est présente dans les trois fromages. En effet les deux fromages

issusde la coagulation par I’extrait de chardon laiteux et I’extrait de chinchard sont des

arriere-gouts considérés moyennement fort.

Texture
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Trés Granuleuse  Moyenne Lisse Trés lisse

granuleux

Figure 12 : Résultats de |’ évaluation de la texture par les dégustateurs des fromages
élaborés.

Pour la texture, les fromages élaborés par les extraits de chardon laiteux et de
chinchard, lescandidats de dégustation n'ont pas trop appréciés leur texture, qui est
probablement due a lanature du caillé obtenue caractérisée par de grains de faible proportion.

30



Partie expérimentale Résultats et discussion

Par contre, le fromageobtenu par la présure est caractérisé par une pate fortement granuleuse
plus au moins lisse avecune texture plus ferme. En vérité, cette stabilité est due a la faible
activité protéolytique quecontient la présure ainsi qu’a la spécificité de son action sur les

H Présure
M chinchard
B chardon laiteux

Non apprécie Peu apprécie moyenement Bien apprécie Tres apprécie
apprécie

Aspect visuelle

caséines.

Individus en %

Figure 13 : Résultats de |’ appréciation de |’ aspect par les dégustateurs des fromages
élaboreés.

D’aprés les résultats obtenus par les dégustateurs, |I'aspect visuel de fromage
obtenu par les deux extraits (chardon laiteux et chinchard) est moyennement apprécié par

rapport acelui de laprésure qui est bien apprécie.
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Figure 14: Résultats de I’ évaluation de la préférence des fromages éaborés.
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Au terme de cette étude sensorielle, il est observé que les deux extraits bruts de chardon

laiteux et chinchard, présentent des avantages qui leurs permettent de remplacer la présure
dans lafabrication du fromage frais.
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Les extraits enzymatiques veégétal et animal étudiés dans ce travail de recherche ont été
caractérisés du point de vue physico-chimique, et leurs propriétés ont été évaluées en termes

de teneur en protéine, activité protéolytique, force coagulante, couleur et texture.

Les résultats ont révélé que I'extrait enzymatique d'origine animale, issu de |'estomac de
poisson de chinchard, présentait une teneur en proténe plus élevée (93,52 + 1,42 mg/mL) par
rapport a l'extrait enzymatique végétal issu du chardon laiteux (90,46 £ 0,1 mg/mL). Cela
suggeére que l'extrait animal est plus riche en protéines.

L'activité protéolytique, qui mesure la capacité des enzymes a hydrolyser les protéines, a
également montré des différences significatives entre les deux extraits. L'extrait enzymatique
animal avait une activité protéolytique plus élevée (70,4 £ 4,4 pg/mL.min) par rapport a
I'extrait enzymatique végétal (17,53 £ 1,2 pg/mL.min). De plus, l'activité protéolytique
spécifique était également plus ¢€levée dans 1'extrait animal (0,75 pg/mL.min) par rapport a
l'extrait végétal (0,19 pg/mL.min). Ces résultats indiquent que l'extrait animal est plus

efficace dans la dégradation des proténes.

En ce qui concerne la force coagulante, I'extrait enzymatique de chinchard a montré une
force coagulante supérieure (3,5) par rapport a l'extrait enzymatique de chardon laiteux
(1,988). Cette différence peut étre attribuée a des facteurs tels que la variété, les conditions de

culture et les caractéristiques environnemental es.

Les conditions optimales de coagulation des extraits enzymatiques ont également été
étudiées. L'activité coagulante a été évaluée en fonction de la concentration d'enzyme, de la
concentration de CaCl2 et du pH du lait. Les résultats ont montré que I'activité coagulante
augmentait avec |'augmentation de la concentration d'enzyme, de la concentration de CaCl2 et
atteignait un maximum aun pH de 6,5. Ces résultats indiquent que la concentration d'enzyme,
la présence de CaCl2 et le pH du lait sont des facteurs importants a prendre en compte pour

obtenir une coagul ation efficace.

En conclusion, cette étude met en évidence les différences entre les extraits enzymatiques
végétal et anima en termes de composition, activité protéolytique, force coagulante et
conditions optimales de coagulation. Ces informations peuvent étre utiles dans I'industrie
alimentaire, notamment dans la production de fromages de qualité. Cependant, des éudes
supplémentaires sont nécessaires pour explorer davantage les propriétés des extraits

enzymatiques et leur utilisation potentielle dans d'autres domaines.
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Annexe N°1 : Extraction animale et végétale

Protocol de poisson

Les estomacs vidés et nettoyés

Lavésa |I’eau courante

Lvés dans une solution Nac 15%

Lavésal’ eau distillé

congélation

La déconglation 25%

broyés dans une solution Acétate de sodium 1m a
PH5

Macération pendant 3H sur un agétateur
magnétique

Filtrés avec un papier filtre pour obtenir |’ extrait
enzymatique




Extrait placé dans des tubes
4000 tours/ 15

Le zymogéne activé aph 2 pendant 30 min en
pépsine al’aide d’'une solution chlorhydrique a
12%

Ajusté le ph avec le NaOH pour obtenir PH : 5

Concerver |a pepsine obtenueau réfrigérateur +4°C

Protocole de chardon laiteux

1g de poudre végétale solubilisé dans 10 ml de
tampon phosphate ( 0,05M, ph :5,5)

Réfrigération pendant toute une nuit

Centrifugée 215000 g 20 Min a4°C

Récupération de surnageant

Réparte dans des eppendorfs de 2ml

Gardé au congélateur




Annexe N°2: MESURE DE L'ACTIVITE PROTEOLYTIQUE

Courbe d’ étalonnage de la tyrosine

Numéro de tube blanc| 1 2 3 4 5
Dilution 0 02| 04| 06| 08| 1
Tyrosine (ul) 0 800| 600| 400 200| O

Tampon phosphate 0.1M pH7 (ul) 1 200( 400 600 800| 1

Solution C (ml) 2.5

Incubation a 35°C pendant 10 min

Folin-ciocalteu (pl) 250

Incubation a 35°C pendant 20min

Lecture de |’ absorbance a 660 nm

Tableau N°1 : Préparation de lagamme d’ étalonnage de la Tyrosine (250ug/ml)

0,25

02 vy =0,1969x

R?=,9642°%
0,15

/ ® Sériel
0,1

Linéaire (Sériel)

0,05 &

O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Courbe d’ étalonnage obtenu avec latyrosine.




Annexe N°3:. dosage des protéines par la méthode
(Bradford, 1976)

Préparation de réactif de BRADFORD
-100mg de bleu de Coomassie G-250.

-50 ml d’ éhanol a 95%.
-100 ml d’ acide phosphorique a 85%.
-compléter avec |’ eau distillée jusgu’ a un volume de 1000 ml.

Ceréactif doit étre conserve a4°C et al’ abri de lalumiére.
Elaboration de la courbe d’ éalonnage des protéines

Une gamme étalon est préparée a partir d’une solution mere de sérum albumine
bovine (BSA) (Img/ml) selon les quantités suivantes : 0, 100, 200, 300, 400 et 500
ml. Toutes les dilutions des solutions protéiques sont effectuées en présence de
I’ eau digtillée. Les échantillons et 1e blanc sont gjustés a un volume final de 500ml.
Apres addition de 2ml du réactif de Bradford et agitation,

La solution est laissée al’ obscurité 15min puis |’ absorbance est mesurée a 595 nm

contre le blanc.

Numéro de tube Blanc| 1 2 3 4 5

BSA (ul) 0 200 400( 600| 800| 1000

Eau distillée (pl) 1000 [ 800| 600| 400| 200( O

Total () 1000
Solution BSA (ul) 500
Réactif 2000
Bradford (ul)

Tableau N°2 : Préparation de la gamme d’ étalonnage de la SAB (Img/ml).



1 L I
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12




Annexe N4 : Formulaire d’analyse sensorielle hédonique d’un fromage frais

Sexe: M Ou F Ne Du Poste.....,,,, ... Date
3 échantillons, de fromage Frais , codés vous sont présentésil vous est demandé
d'évaluer les différentes caractéristiques organoleptiques en attribuant une note
entre 1 et 5 selon |’ échelle présentée.

Aspect visuelle:

1-Non Appréciée échantillon A b

2-Peu Appréciée Note
3Moyennement Appréciée

4-Bien Appreéciée

5-Tres, Appreéciée

Appréciez-vous la couleur ?

1-Non Appréciée échantillon A b

2 peu Appréciée Note

3-Moyennement Appréciée 4-
Bien Appréciée
5-Tres, Appréciée

Appréciez- | r?
PPreci €2-yous odeu échantillon A b

1-Non Appreciée Note

2-Peu Appréciée
3-Moyennernent Appréciée
4- bien Appréciée

5-Tres Appréciée

Couleur
1- Foncé

échantillon A b

2- Moyen

Note

3-clar
4- blanc
5- jeune

Texture
1- tres granuleux

2-granuleuse échantillon A b

3-Moyenne Note




4-Lisse
5-Treslisse

Arriére-gout
1- trésfort

2- fort échantillon A b

Note

3-Moyen
4-Faible
5-abterit

Préférences

Classez selon I'ordre de préférence les échantillons (A-B-C) en leur attribuant
une note de 1 a9 sachant que 1 correspond au moins préféré comme présenté
dans |’ échelle ci-dessous.

1- extrémement désagréable
2- tres désagréable
3- désagréable

4- Assez désagréable echantillon A b

5- ni agréable ni désagréable Note
6-Assez agréable

7- agréable

8- tres agréable

9- extrémement agréable

Entrourez les caractéristiques qui ont motiveé votre préférence
1- lacouleur

2- |’ odeur

3-latexture

4- le gout

5- letout

Merci pour votre coopération
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Résumé

L'utilisation de protéases dorigine végétale et de pepsine dorigine animale comme
succédanés de la présure a été étudiée dans le présent travail. La caractérisation
physicochimique des enzymes a permis d'évaluer leur activité protéolytique, leur force

coagulante ainsi que leur teneur en protéines dans | es extraits enzymatiques obtenus.

Les résultats obtenus démontrent que I'extrait enzymatique d'origine animale (chanchard)
présente des activités protéolytique et coagulante supérieures a celles de I'extrait végétal
(chardons laiteux). Cela suggere que la pepsine pourrait étre plus efficace en tant que
succédané de la présure par rapport aux protéases d'origine végétale étudiées. L'effet des
variables physico-chimiques du lait, telles que le pH, la température, la concentration en
CaCl2 et en extrait enzymatique, sur I'activité coagulante des protéases veégétales et de la
pepsine animale, a également été étudié. Ces variables peuvent influencer I'efficacité de la
coagulation du lait, ce qui est important dans le processus de fabrication de produits laitiers
tels que le fromage.

Mots clés : Protéase — Pepsine — Présure — Coagulante- Succédané
Abstract

The use of plant-based proteases and animal-derived pepsin as substitutes for rennet has been
investigated in this study. The physicochemica characterization of the enzymes involved
evaluating their proteol ytic activity, coagulating strength, and protein content in the enzymatic

extracts obtained.

The results demonstrate that the animal-derived enzymatic extract (chanchard) exhibits higher
proteolytic and coagulating activities compared to the plant-based extract (milk thistle). This
suggests that pepsin may be more effective as a rennet substitute than the plant-derived
proteases studied.

The effect of physicochemical variables in milk, such as pH, temperature, CaCl2
concentration, and enzymatic extract concentration, on the coagulating activity of plant
proteases and animal pepsin, was also studied. These variables can influence the efficiency of

milk coagulation, which is crucial in the production of dairy products like cheese.

1. Keywords: Protease - Pepsin- Rennet —Coagulant- substitute
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