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Rèsumè 



Résumé 

Différentes recherches et études ont étés réalisés afin de trouver des succédanés de 

présure commerciale coagulant le lait, et dans ce cadre notre travail pour le but de 

contribuer à une meilleure connaissance des protéases coagulantes, issues de la culture 

d’une souche bactérienne Bacillus amyloliquefaciens. 

L’extrait enzymatique brut obtenu à partir de la souche est caractérisé par une activité 

coagulante de 0.416 Up, avec une activité protéolytique de 0.522 DO 660, un indice 

AC/AP de 0.796 et une force de 1/100. Celle-ci est optimale à une température de 80°C, 

une concentration en CaCl2 de 0,08M et un pH de 5,5. 

Les analyses microbiologiques de différents échantillons montrent que le fromage à une 

qualité hygiénique bonne marqué par une absence totale des germes indicateurs 

décontamination et de germes pathogènes à savoir : les coliformes totaux et fécaux, les 

Salmonelles et Staphylococcus aureus ainsi que les spores des anaérobies sulfito-

réducteurs. 

Les résultats du rendement fromager montrent que le fromage fabriqué à base d’EEB est 

plus meilleur que le fromage à base de présure industrielle. 

Un essai de fabrication d’un fromage à pâte pressé cuite à permet de mettre en évidence 

l’aptitude fromagère de notre extrait on compare avec un fromage à base de présure Les 

résultats obtenus montrent que l’extrait coagulant obtenu des Bacillus amyloliquefaciens 

peut constituer une alternative à la présure commerciale pour la fabrication de fromage. 

Mots clés : protéase microbienne, présure, coagulation, Fromage, Bacillus 

amyloliquefaciens. 

 

 

 

 

 

 



                                               Abstract 

Various research and studies have been conducted to find commercial rennet 

substitutes coagulating milk. In this context Our work aims to contribute to a better 

knowledge of coagulating protéases, derived from the culture of a bacterial strain 

Bacillus amyloliquefaciens. 

The crude enzyme extract obtained from the strain is caractérise by a coagulations  

activity of 0.416 Up, with a proteolytic activity of 0.522 (OD660), an AC / AP index 

of 0.796 and a force of 1/100.This is optimal at. a température of 80 ° C, à CaCl2 

concentration of 0.08M and a pH of 5.5. 

A trial of manufacturing a cooked pressed cheese to highlight the cheese aptitude of 

our extract compared to commercial rennet. 

In fact, the results obtained show that the coagulant extract of Bacillus 

amylolequifaciens can constitute an alternative to commercial rennet for the 

manufacture of cheese. 

Microbiological analyzes of different simples show that the cheese has à good 

hygienic quality marked by à complète absence of indicator germs décontamination 

and pathogenic germs. 

Cheese yield results show that cheese made from EEB is better than industrial rennet 

cheese, The analysis of the products obtained shows that There is no difference in 

quality between the cheese obtained with commercial rennet and that obtained with 

microbial coagulase. 

Key Words : Bacillus amyloliquefaciens, microbial protéase, rennet, coagulation, 

cheese. 

 

 

 

 

 



         ملخص

لقد أجریت العدید من الأبحاث و الدراسات للعثور على بدائل النفحات التجاریة, في ھدا السیاق یھدف عملنا إلى 

                               bacillus amylolyquefaciensلبروتیاز المخثر للحلیب المشتق من زراعة  االمساھمة في معرفة أفضل ب

 ، مع نشاط تخثر   UP 0.416   یبلغ تخثریتمیز مستخلص الإنزیم الخام الذي تم الحصول علیھ من السلالة بنشاط  

.ھذه القوة تكون مثالیة عند درجة 1/100 وقوة تخثر 0.796 قدره AC / AP) ، ومؤشر DO 660(0.52للبروتین یبلغ 

 5.5 مول ودرجة حموضة عند 0.08 من CaCl2 درجة مئویة، وتركیز 80حرارة 

تجربة لتصنیع الجبن المطبوخ المضغوط لإبراز قدرة الجبن لمستخلصنا مقارنة بالمنفحة التجاریة 

یمكن أن یشكل    bacillus amylolyquefaciensتظھر النتائج التي تم الحصول علیھا أن مستخلص الأنزیم الخام ل 

 بدیلا للمنفحة التجاریة لصناعة الجبن.

أظھرت التحالیل المیكروبیولوجیة للعینات المختلفة أن الجبن یتمتع بنوعیة صحیة جیدة تمیزت بغیاب تام  للجراثیم 

الممرضة و المسؤولة عن التلوث. 

 أفضل من جبن المنفحة الصناعیة. EEBتظھر نتائج إنتاج الجبن أن الجبن المصنوع من 

ویبین تحلیل المنتجات التي تم الحصول علیھا أنھ لا یوجد اختلاف في الجودة بین الجبن الذي تم الحصول علیھ بالمنفحة 

 یخلاصة الأنزیم.التجاریة والتي تم الحصول علیھا 

  البرو تیاز المیكروبي، المنفحة ، التخثر، الجبن.،Bacillus amyloliquefaciens: الكلمات لمفتاحیة
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Introduction 

La coagulation du lait est l’étape déterminante dans la production fromagère, 

assurée par des enzymes protéolytiques possédant des propriétés coagulantes, dont la 

présure animale qui renferme essentiellement de la chymosine est le principal agent 

coagulant appliqué à l’échelle industrielle. Elle joue également un rôle crucial dans le 

développement équilibré de l’odeur et la texture du fromage produit (Kumar et 

al.,2005 ; El-Bendary et al.,2007 ; Sathya et al.,2009). 

En effet, l’extraction de la présure à partir des caillettes des veaux en sevrage, 

demanderait des sacrifices trop onéreux. En plus, la demande accrue de la production 

mondiale du fromage combinée à l’insuffisance des quantités de caillettes disponibles 

et leurs prix élevé ont provoqué une pénurie remarquable de cette enzyme 

protéolytique. Afin de remédier à cette situation, plusieurs recherches ont été 

activement poussées ces dernières années, visant à la mise en évidence des enzymes 

de remplacement dites succédanés de la présure de différentes origines (animale, 

végétale et microbienne), capables de coaguler le lait et d’assurer des meilleurs 

rendements fromagers (Raposo et Domingos, 2008; Shieh et al., 2009; 

Vishwanatha et al., 2010; Mohamed Ahmed et al., 2010).  

L'industrie est à présent capable de produire, en quantité pratiquement 

illimitée, ces succédanés à des prix concurrentiels, où la fabrication des différents 

types de fromage est déjà réalisée (Bruno et al, 2010). 

Ainsi, un succédané de présure doit posséder une forte activité coagulante et 

une activité de protéolyse non spécifique modérée. Son choix est donc délicat car il 

doit présenter un certains nombres de propriétés physicochimiques et technologiques 

compatibles avec l’environnement fromager et une qualité alimentaire de produits 

finis (Alais, 1984 ; Ramet, 1987). 

La production industrielle d’enzymes s’est essentiellement orientée vers le 

processus fermentaire, les enzymes microbiennes présentent de nombreux avantages 

par rapport à celle d’origine animale et végétale. Ils sont largement utilisées dans les 

procédés industriels en raison de leur faible coût, grande productivité, protection de 

l'environnement, la plasticité et la grande disponibilité (Burhan et al ., 2003) 
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Les espèces de Bacillus telles que Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens 

et Bacillus licheniformis sont très utilisés dans les cultures microbiennes industrielles 

pour la production d'une variété d'enzymes, ainsi que des substances biochimiques 

fines pendant des décennies. Les microorganismes du genre Bacillus ont connu un 

développement considérable pour la production d’enzymes industrielles en raison de 

leur bonne production de protéines enzymatiques (Pinches et al.,1985) et de leur 

facilité de culture, leurs enzymes sont des hydrolases qui présentent une large 

application pour le traitement de l’amidon en particulier B. amyloliquefaciens. Les 

microorganismes élaborent une large gamme des protéases, qui peuvent être intra 

et/ou extracellulaires, l’utilisation des champignons pour la production des enzymes, y 

compris les protéases, est devenue très développée vue les avantages qu’ils présentent 

depuis qu’ils sont devenus GRAS :  

-La production des enzymes extracellulaires, ce qui facilite la récupération à partir du 

milieu de fermentation.  

-La possibilité d’obtenir des rendements importants en enzymes (Laxaman et 

al.,2005 ; Hajji et al., 2008 ; Barnali et al., 2008). 

Dans cette optique, notre objectif porte essentiellement sur l’étude des trois points 

principaux :  

 la production d’une protéase par fermentation sur milieu semi solide en 

utilisant un résidu agroalimentaire peu coûteux (son de blé).  

 L’obtention de la coagulase par culture de la souche Bacillus 

amyloliquefaciens. 

 Caractérisation de l’extrait enzymatique brut (EEB)  et L’étude de la qualité de 

fromages pressés à pâte cuite.        
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I .Présure et succédanés de présure  
 

La coagulation du lait par des enzymes protéolytiques est une des plus 

anciennes opérations de transformation alimentaire. Traditionnellement, l'enzyme 

protéolytique utilisée est la présure extraite des caillettes de jeunes veaux non sevrés. 

L'utilisation de succédanés d'origine animale, végétale et microbienne s'est 

développée au courant des trente dernières années et cela pour des raisons 

économiques, religieuses ou culturelles (Dalgleish, 1997). 

Selon la FAO, afin d’introduire toute nouvelle enzyme, celle-ci doit respecter les 

modalités habituelles du déroulement des différentes phases de la fabrication en 

particulier : 

 L'activité coagulante doit être bonne dans les conditions physico-chimiques 

des Laits habituellement transformés en fromagerie ; 

 Les propriétés rhéologiques des coagulums doivent évoluer après la 

floculation de façon à permettre le travail mécanique du gel dans les délais 

habituels ; 

 La synérèse du coagulum au cours de la phase d'égouttage doit permettre 

d'obtenir un fromage d'extrait sec et de composition chimique caractéristiques, 

dans un délai au plus égal à celui observé avec la présure ; 

 Les modalités de l'affinage doivent permettre d'obtenir un produit fini 

présentant les normes organoleptiques habituelles après une durée de 

maturation voisine de celle des fromages fabriqués avec la présure ; 

 Les rendements fromagers, exprimés en poids sec de fromage, doivent être au 

moins égaux à ceux relevés lors de l'emploi de la présure. 

Différents types d'enzymes ont été utilisés depuis longtemps pour faire coaguler le 

lait, parmi ces enzymes on peut distinguer selon la source, les enzymes d'origine 

végétale, celles d'origine animale et celles d'origine microbienne. 

I .1.1 La présure 
 

La présure est un mélange de chymosine et de pepsine. C’est un extrait liquide 

ou pâteux provenant des caillettes des jeunes ruminants (Mahaut et al., 2000 ; 

D’Ambrosio et al., 2003 ; Anema et al, 2005). 
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Selon la législation française, l’extrait de présure doit contenir au minimum 

520 mg de chymosine active par litre et le rapport chymosine/pepsine doit être 

supérieur ou égal à 1,38, ce qui signifie que 75 à 80% de l’activité coagulante est due 

à la chymosine. La chymosine est donc l’enzyme majeure de la coagulation du lait 

(Dalgleish, 1992 ;Walstra et Jenness, 1992). Elle appartient à la famille des 

endopeptidases, protéases agissant à l’intérieur des chaînes polypeptidiques. Elle 

possède une activité très spécifique. En effet, elle n’hydrolyse que la caséine κ 

pendant les fabrications fromagères (Walstra et Jenness, 1992 ; Kumar et al., 2006). 

Cependant cette activité protéolytique se manifeste aussi sur toutes les protéines au 

cours de l’affinage du fromage. 

I 1.2.Dénomination  
 

La dénomination présure est réservée à l’extrait coagulant provenant de la 

caillette du jeune veau. Elle est sécrétée sous une forme inactive à l’état de pro-

présure (Abdellaoui, 2007).  

I 1.3Préparation physico chimique de présure  
 

Généralement, l’extraction se fait par macération dans une solution saline 

pendant une durée donnée ou bien par homogénéisation ; ce qui est plus rapide 

(Antonini et Ribadeau Dumas, 1971 ; Tageyama et Takahashi, 1976 ; Bohak, 

1970 ; Haardet al.,1982). L’extraction par digestion dans un milieu acide est 

également réalisée (Ernstrom et Wongt, 1983 ; Cuveller, 1993). 

A l’échelle industrielle, la présure était extraite par macération de fragments 

decaillettes, préalablement gonflées et séchées au soleil, dans une saumure à 10% de 

sel commun, additionné d’antiseptique en faible quantité (acide borique, thymol, 

acide Benzoïque, etc.). La macération qui dure de plusieurs heures à quelques jours 

est réalisée à des températures allant de 25 à 38 °C, le pH est ajusté à 5,0-5,5 pour 

favoriser l’activation des pro enzymes (Alais, 1974 ; Anifantakis et Green, 1980 ; 

Ramet, 1997). Le jus brut est filtré puis clarifié par addition d’alun de potasse. 

L’extrait obtenu est généralement jaune d’or. Actuellement, la présure est extraite, 

principalement à partir de caillettes congelées, qui sont broyées et macérées dans une 

solution saline (3-10% de NaCl). L’activation des proenzymes est réalisée par 

maintien du pH à 2,0 pendant 1h. Après ajustement du pH de 2,0 à 5,5, l’extrait brut 

est filtré et concentré par précipitation à l’NaCl (Andean, 2002). 
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Ainsi, la présure est principalement caractérisée en technologie fromagère par 

sa force. Celle-ci est définie d’après Soxhlet comme étant le nombre de volume de 

lait frais de mélange, coagulé par un volume de présure en 40 minutes à 35°C. A titre 

d’exemple, un litre d’extrait de présure de force de 1/10000 est obtenu à partir de 1,5 

à 2 caillettes de veau de 60g. Pour assurer la conservation de ce produit, l’addition de 

chlorure de sodium à raison de 16 à 18 % (m/v) est autorisée. Pratiquement, 1 kg de 

fromage affiné contient environ 0,0003 grammes de présure (Veisseyre, 1979, Alais, 

1984). 

La présure commerciale liquide a habituellement une force de 3.103 à 105. En 

poudre, elle est de 105 à 1,5 105 et à l’état cristallisé, elle atteint 107 (Mahaut et al., 

2000). 

 

I 1.4Propriété physico chimique de la présure 
 
 La chymosine 

Elle est sécrétée par la caillette des jeunes ruminants non sevrés. La forme 

inactive de la chymosine est la prochymosine. Elle est transformée en enzyme active 

par un processus auto catalytique accéléré par les ions H+ (Otaniet al., 1991). 

La chymosine (EC 3.4.23.4) appartient à la classe des protéases à acides 

aspartiques et est utilisée pour coaguler le lait dans la production des fromages. Son 

mécanisme d‘action est basé sur la rupture de la liaison Phe105–Met106 de la 

caséineκ bovine (Drohse et Fortran, 1989 ; Roseiro et al.,2003). Elle cause la 

déstabilisation des micelles de caséines (Daviau et al.,2000). Il en résulte la 

coagulation du lait et la formation d‘un coagulum notamment le fromage comme cité 

précédemment. 

 La pepsine  
 

Cette enzyme est sécrétée par la caillette des ruminants. Après le sevrage, la 

caillette secrète beaucoup de pepsine et très peu de chymosine. La pepsine (EC 

3.4.23.1) est une protéase très acide. L‘optimum pour l‘activité protéolytique est 

voisin de 2,0. Elle est inhibée à des valeurs de pH supérieur à 6,6. Elle coupe de 

préférence entre 2 acides aminés hydrophobes et aromatiques (Oner et Akar, 1993). 

Elle coagule le lait frais et ne doit pas être utilisé à des doses excessives car cela 

pourrait apporter des défauts de goût. L‘emploi rationnel de la pepsine exige un 
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abaissement de pH du lait vers 6,3. L'activité catalytique de la pepsine et des 

endopeptidases à acides aspartiques dépend de la taille du peptide d‘une part, et de la 

nature de résidus acides aminés relativement éloignés de la liaison peptidique d‘autres 

part (Blum et al., 1985). 

La sécrétion de chymosine s’arrête au moment du sevrage lorsque des aliments 

solides sont présents dans la ration alimentaire, la production de pepsine s’accroît 

alors très fortement est devient dominante. L’obtention de présure à partir de veaux 

fistulés à fait l’objet de plusieurs expériences. La collecte de présure, deux fois par 

jour, jusqu’à ce que les veaux atteignaient trois à quatre mois, a permis l’obtention 

d’une quantité de présure 30 à 40 fois plus importante que celle obtenue par veau 

après abattage (Alais , 1974 ; Ernestrom et Wongt, 1983). Toutefois, le coût 

opératoire et les risques cliniques ont limité le développement de ce procédé. 

 

I .1.5.Mode d’action de la présure 
 

La présure (préparation enzymatique coagulante) dans le lait libère le 

caséinomacropeptide (CMP) et induit une diminution de l’hydratation des micelles de 

Caséine (passage de 2,5 g d’eau par gramme de caséine à 1,6 – 1,7 g/g à pH 6,60, et 

de la charge nette des micelles de caséine (cette charge passe de -15 -20 mV à -5 -8 

mV)(Miettonet al.,2004). 

 

-Paramètres influant la coagulation présure 

Plusieurs facteurs influencent la coagulation présure : parmi ces facteurs, on peut citer 

la concentration en enzyme, la température, le pH et la concentration en ions 

Ca2+(Larsson et Andren, 1999 ; Vliet et al., 2004 ;Candioti et al,2004 ; Anema et 

al.,2005 ; Guyomarc, 2006). 

Dans le processus de la coagulation du lait, la chymosine a une double action. 

Une action coagulante par hydrolyse de la caséine κ et une protéolyse générale sur 

toutes les protéines au cours de l’affinage du fromage (Abi Azar, 2007 ; Adoui, 

2007). L'enzyme hydrolyse la liaison Phe105 et Met106 de la κ -caséine, entraînant la 

déstabilisation des micelles de caséines et leur coagulation. L’hydrolyse des caséines 

par la présure fournit des substrats pour la formation de saveurs pendant la maturation 

du fromage. Bien que la protéolyse soit essentielle pour la fabrication de fromages 
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affinés, un bon coagulant doit posséder un bon rapport d'activité de coagulation sur 

l'activité protéolytique générale (Yegin et Dekker, 2013). 

 La concentration en enzyme 

Comme toute réaction enzymatique, la concentration en enzyme a une grande 

influence sur le processus de coagulation présure. Cette coagulation est le résultat 

d’une réaction d’hydrolyse enzymatique suivie d’une réaction d’agrégation des 

protéines (Van Hooydonk et Walstra, 1987). Le temps de coagulation diminue avec 

l’augmentation de la concentration en enzyme (McMahon et al., 1984 ; Carson et 

al., 1987). Certains auteurs ont observé aussi une augmentation de la fermeté du gel 

associée à l’augmentation de la concentration en présure (Zoon et al., 1988). 

 La température 

La coagulation enzymatique du lait est fortement dépendante de la 

température. La vitesse de formation du coagulum augmente progressivement de 20 à 

40-42 °C. En dessous de 10 °C, la gélification ne se produit pas. L’effet le plus 

important de la baisse de la température est la solubilisation du phosphate de calcium 

micellaire à une température plus élevée, le processus de coagulation ralentit. Il 

s’arrête à 55 °C. 

Après un chauffage, il y a une augmentation du temps de gélification par la 

chymosine accompagnée d’une diminution de la fermeté du gel formé. D’après leur 

étude, le chauffage a un léger effet au niveau de la phase primaire (enzymatique) de la 

coagulation, tandis que son effet reste marqué au moment de la phase secondaire 

(phase d’agrégation des protéines) (Alloggi et al., 2000 ; Najera et al., 2003 ; Anema 

et al., 2005). 

 

 Le pH 

L’influence du pH sur le temps de coagulation et la vitesse de raffermissement du 

caillé est très forte (Pires et al., 1999 ; Awad, 2005). Le pH optimal d’hydrolyse de la 

κ- caséine se situe entre 5,1-5,3 (Humme, 1972 ; Lopez et al.,1998 ; Zbikowska et 

al, 2004) L’effet le plus important de l’abaissement du pH est la solubilisation du 

phosphate de calcium micellaire (Visser et al, 1980 ; Le Graet et Brule., 1993) ainsi 

que la diminution de la charge nette de la molécule de caséine, suivi de la dissociation 

de la caséine des micelles. L’abaissement du Ph augmente la vitesse de 

raffermissement du caillé (Daviau et al., 2000). 
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 La concentration en ions Ca 2+ 

La composition minérale du lait va affecter la coagulation et tout 

particulièrement la quantité de calcium ajouté au lait. En effet, le temps de prise 

diminue tandis que le taux de raffermissement et la fermeté du gel vont augmenter 

jusqu’à des concentrations de CaCl2 d’environ 0,01 M. On attribue cet effet à 

l’augmentation d’ions calcium. Cependant, à des concentrations supérieures, on 

observe un phénomène inverse pour chacun des paramètres de coagulation (St-Gelais 

et Tirard-Collet, 2002). Le calcium n’est pas requis dans la phase initiale 

d’hydrolyse enzymatique mais est essentiel à l’agrégation des micelles. L’ajout de 

CaCl2 en technologie fromagère stimule la coagulation, le raffermissement du caillé 

et permet de réduire les pertes dans le lactosérum, tout en diminuant le pH et réduisant 

la charge de la micelle (Roupas, 2001). 

 

I .2.Les succédanés de présure 
 

La forte demande de la présure par les industries fromagères et le prix 

relativement élevé de ce coagulant ont conduit à l’approvisionnement de plus en plus 

difficile de la présure traditionnelle. Par ailleurs, dans certains pays, pour des raisons 

philosophiques ou religieuses, l’utilisation de la présure est interdite. A cet égard, des 

recherches ont été entreprises, ces dernières années, afin d’exploiter d’autres sources 

potentielles de coagulases, capables de remplacer la présure désignées sous le terme 

de succédanés de présure. 

 

-Propriété spécifique exigées du succédané de présure  

Selon Ramet (1997), les enzymes de remplacement de la présure doivent répondre 

aux critères suivants :  

 Une bonne solubilité dans l’eau.  

 Une odeur et une couleur faibles ou nulles.  

 Une activité coagulante bonne et une durée de consommation raisonnable.  

 Une absence de toxicité pour le consommateur et un degré de pureté élevé 

pour éviter tout accident de prolifération de microorganismes indésirables. 

La synérèse du coagulum au cours de l’égouttage et les modalités de l’affinage devrait 

permettre d’obtenir les caractéristiques usuelles des fromages dans un délai 

sensiblement égal à celui de la présure.  
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- Les rendements fromagers doivent être très proches ou supérieurs à ceux révélés lors 

de l’emploi de la présure. 

 

I .2.1Enzymes coagulantes d’origine animale  
 
Des substituts de présure sont produits par plusieurs mammifères comme le chameau 

(Elagamy, 2000 ; Siboukeur, 2005), le buffle (Mohanty et al., 2003) et même par 

les viscères de poissons (Guérard, 1987). L’étude comparative des activités 

coagulantes et protéolytiques de ces enzymes a révélé qu’elles présentent des 

caractéristiques proches de celles de la présure (Polaina et Mac Cabe, 2007). 

De nombreuses protéases d’origine animale ont fait l’objet d’expérimentation en vue 

d’une utilisation potentielle en fromagerie. Cependant toutes ne sont pas pour autant 

aptes à la fabrication fromagère ; seules les pepsines porcines et bovines présentent un 

intérêt industriel (Eck, 1987). 

 

a. La pepsine bovine 

La pepsine bovine est extraite à partir des caillettes d'animaux adultes et de 

veaux sevrés. L’extrait brut contient un pepsinigène majoritaire et plusieurs 

pepsinogènes mineurs qui donnent après activation à pH 2,0 la série de pepsines 

correspondant (Chow et Kassell, 1968).Antonini et Ribadeau-Dumas (1971) ont pu 

révéler la présence d’une pepsine I et d’une pepsine II dans l’extrait activé de caillette 

de bœuf, issus de deux zymogènes différents. La pepsine I est un constituant mineur 

(Antonini et Ribadeau-Dumas, 1971). Les propriétés protéolytiques de la pepsine 

bovine sur les caséines sont plus semblables à celles de la chymosine (Ernstrom et 

Wong, 1983 ; Barbano et Rasmussen, 1992). En outre, son activité coagulante est 

moins dépendante du pH, contrairement à la pepsine porcine et elle provoque la 

coagulation du lait à pH 6,9 (Ernstrom et Wong, 1983). 

 

b. La pepsine porcine 

L’extraction et l’utilisation de la pepsine porcine ont débuté durant la première 

guerre mondiale pour pallier une pénurie de la présure, mais n'a été réellement 

industrialisé qu'à partir des années 60. Elle est extraite de l'estomac de porcs sous 

forme inactive, puis activée par acidification à pH 2, son poids moléculaire est de 

34500 Da (Ernstrom, 1983).L’emploi de la pepsine porcine présente pour la 
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coagulation du lait des difficultés, à cause d'une activité protéolytique supérieure à 

celle de la présure, avec présence d'arrière-goût et d'amertume pour certains fromages 

(Brulé et Lenoir, 1997). 

 

I 2.2.Enzymes coagulants d’origine végétale  
 

Contrairement à la présure qui est spécifique à la κ-caséine, les aspartyl-

protéases des plantes peuvent hydrolyser les caséines α, β et κ, ce qui provoque une 

acidité excessive (Simöes et Faro, 2004). Plusieurs préparations coagulantes sont 

issues du règne végétal et sont extraites par macération de différentes parties de 

plantes supérieures (Ramet, 1997). 

Cependant il a été conclu que cet agent coagulant se caractérise par une 

activité protéolytique excessive ce qui confère un goût amer au fromage. D’autres 

végétaux fournissent des coagulases telles que les ficines extraites du latex du figuier, 

la papaïne du papayer, la bromelaine de l’ananas. L’activité coagulante de ces 

préparations végétales est très variable car elle est fortement influencée par l’état de 

maturité de la plante et par les conditions de collecte et de stockage .De ce fait, 

l’emploi de ces protéases coagulantes est toujours resté limité aux aires locales de 

production (Eck, 1987). 

I 2.3.Enzymes coagulants d’origine microbienne  
 

Le développement de la biotechnologie a provoqué un regain d’intérêt pour la 

production, à partir de micro-organismes, de protéases susceptibles de remplacer la 

présure. 

Parmi les avantages que présentent les enzymes de fermentation par rapport à 

ceux d’origine animale et végétale, on peut citer : 

 La croissance rapide sur substrat bon marché. 

 La production illimitée d’enzymes en utilisant des techniques simples. La 

quantité produite dépend du volume de la culture mis en œuvre ; elle n’est 

donc pas tributaire d’une source de matière première fluctuante ou à 

approvisionnement difficile. 

 La culture rapide avec un bon rendement pouvant être augmenté par 

amélioration génétique des souches, la maitrise et l’optimisation des 

conditions de fermentation. 

 La conservation des propriétés sécrétrices des souches dans le temps. 
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 Ces avantages l’emporter sur les inconvénients liés aux industries de

fermentation (investissement lourd, consommation d’énergie, risque de

contamination, etc.…).

Actuellement, la recherche sur les présures microbiennes est toujours dirigée vers 

ladécouverte d’enzymes qui sont plus thermolabiles et ayant un meilleur rapport de 

coagulation surl’activité protéolytique générale. La thermolabilité est un critère 

important, en particulier pour lesprotéases ayant une activité protéolytique générale 

élevée (Yegin et Dekker, 2013). 

a. Enzymes coagulants d’origine fongique

Ces dernières années, de très nombreux travaux sont portés sur la recherche de 

protéase d’origine fongique, qui au plan pilote, ont donnés très tôt des résultats 

souvent comparables et parfois supérieurs à ceux obtenus avec la présure, et ont été 

rapidement validés en fabrication industrielle. 

Différentes préparations sont commercialisées sur le marché international par les 

laboratoires spécialisés et sont employées à plus ou moins grande échelle selon les 

pays (Wahba et El-Abassy, 1989 ; Eck et Gillis, 1997). Parmi les espèces fongiques 

à pouvoir coagulant, seules trois moisissures sont exploitées par les grandes usines de 

fermentation en vue de la production de coagulases. 

-Le Mucor Pusillus produit une coagulase avec un rendement élevé seulement en 

culture solide (Aunstrup, 1980).C’est une moisissure banale mésophile du sol, de 

laquelle la firme Japonaise Metto-Sangyo, a extrait une préparation commercialisée 

par Noury.  

-Le Mucor Miehei est adapté à la fermentation submergée. Il secrète une protéase 

acide à aspartate ayant un poids moléculaire d’environ de 38 000 Da et contient une 

seule chaine peptidique avec 6% de carbohydrates. L’extrait coagulant est 

commercialisé par : 

 La firme Française Rapidase sous la dénomination Fromase.

 La Danoise NOVO sous le nom de Rennilase.

 La firme Américaine MILES sous l’appellation de Marzyme.

 La firme Danoise Boll Hansen sou le nom de Hannilase.
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-L’Endothia parasitica, parasite du châtaignier, est cultivée en culture submergé. La 

préparation coagulante, est commercialisée sous le nom de « Suparen ».Ces 

préparations enzymatiques ont été soumises à des contrôles hygiéniques est 

toxicologiques sévères afin de déterminer l’absence d’antibiotiques et d’aflatoxines 

(Noor-Deviliet et al., 1983). 

 

b. Enzymes coagulants origine bactérienne  

De multiple espèce de bactéries ont été étudiées notamment dans les genres 

Bacillus et Pseudomonas tels que Bacillus cereus, Bacillus polymyxa, Bacillus 

subtilis. Les résultats ont été en général décevants en raison de l’activité protéolytique 

généralement très élevée de ces protéases par rapport à celle de la présure. La protéase 

de Bacillus cereus dégradait rapidement la caséine entière. Du cheddar préparé par la 

protéase de Bacillus subtilis présentait une flaveurs acceptable ; cependant, le 

rendement était très faible suite à une protéolyse excessive (Ramet, 1997). 

 Le genre Bacillus : 

Les membres de la famille des Bacilliaceaes figurent parmi les bactéries les 

plusabondantes sur terre, en raison de leurs capacités de former des endospores 

résistantes. Cettefamille réunie 62 genres bactériens dont le plus grand est le genre de 

Bacillus qui enfermeenvirons 226 espèces du totale de 457 autre espèces qui englobe 

cette dernière (Mandic et al., 2017).Les Bacillus sont des germes fréquemment isolés 

à partir des niches écologiques très variées(des sols, plantes, eaux douces, eaux de 

mers.). Le sol constitue l'habitat principal de ce genrebactérien où ils sont impliqués 

dans le cycle du carbone et de l'azote (Goldman et Green, 2009). Le genre Bacillus 

sont des hétérotrophes saprophytes capables de dégrader une largegamme de 

substances carbonés polymères et simples (Mandic et al.,2017). 

. Ce sont des bacilles à extrémités carrées ou arrondies, de taille variable (de 0,5 à 1,2 

μm de diamètre et une longueur de 2,5 à 10 μm), à coloration de Gram positive, 

capable de produire des endospores (forme de résistance et critère important sur le 

plan taxonomique du genre Bacillus), ce sont des bactéries qui se cultivent en 

aérobiose (aéro- anaérobie, ou aérobie stricte), mobiles grâce à une ciliature péritriche 

sauf Bacillus anthracis. 
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Ils possèdent une catalase très active et se cultivent facilement sur milieu ordinaire car 

ce ne sont pas des germes exigeants (Garrity et al., 2004). 

 Bacillus amyloliquefaciens

-Définition 

C’est une bactérie gram (+) du genre Bacillus ; elle se développe d’une façon 

optimale de 30 à 40 °C .Elle est de 0.7 à0.9 μm de diamètre, pourvu d’une ciliature 

péri triche et cesse à se développer hors de 15 à 50 °C et réduit le nitrate en nitrite. 

Elle produit la subtilisine qui dégrade les protéines et l’alpha amylase pour dégrader 

l’amidon (Priest et al.,1987).Cette bactérie est très connu pour ses activités 

cataboliques et dégradation des macromolécules complexes notamment les protéines 

extracellulaires. Elle se trouve dans le sol et la nature.(Voirfigure 01). 

Figure 01 : Observation de Bacillus amyloliquefaciens sous microscope électronique 

 Intérêt industriel

Bacillus amyloliquefaciens est largement utilisé dans le secteur agricole, 

pharmaceutique, et les industries alimentaires. Plus précisément, B. amyloliquefaciens 

est utilisée comme un rhizobacterium favorisant la croissance végétale en raison de sa 

capacité à stimuler la croissance des plantes. Elle est utilisée pour supprimer les 

13



Partie I  synthèse bibliographique

agents pathogènes qui sont transmis par le sol par sa capacité à produire des 

antifongique et métabolites antibactériens (par exemple, lipopeptides et polycétides). 

(Fan et al., 2011). 

De plus, B amyloliquefaciens est utilisée pour la production industrielle d’enzymes, y 

compris les sérines protéases et les alphas amylases et d'autres produits, tels que les 

nucléosides puriques et riboflavine. 

 Production des amylases chez le genre Bacillus

Le métabolisme et la physiologie des bactéries appartenant au genre Bacillus est très 

bien étudiée. Certaines espèces sont dotés d’un statut Gras (Generally Recognized as 

Safe), possèdent de bons systèmes d’exportation de protéines et peuvent produire 

certaines enzymes extracellulaires telles que les amylases, xylanases, protéases à des 

concentrations de l’ordre de 20-25 g/L (Schallmey et al., 2004). 

La production des enzymes par les espèces appartenant au genre Bacillus représente 

environ 50% de la taille totale du marché mondiale. Vue le taux important des 

protéines sécrétées dans le milieu extracellulaire, les espèces de Bacillus sont 

également de excellents candidats producteurs des amylases (Emanuel et al., 

2009).Les amylases sont été élaborées à partir de différentes espèces telles que 

Bacillus megaterium, Bacillus licheniformis (Oyeleke, et al.,2010), Bacillus subtilis 

(Riaz et al., 2003). 

 Production de protéase chez le genre Bacillus

Les protéases sont considérées aussi comme moyen efficace pour le traitement

des rejets riches en protéines. La protéase neutre de B. subtilis peut être également 

utilisée pour le décreusage de la soie naturelle. Les protéases sont employées aussi 

avec des mélanges d’enzymes hydrolytiques pour dégrader les polymères constitutifs 

de la matière végétale servant pour l’alimentation animale (Aviron-Violet et al., 

1982). Une autre utilisation des protéases neutres est la récupération d’argent à partir 

des films photographiques par hydrolyse de la gélatine (Sumantha et al., 2006). Les 

bactéries appartenant au genre de Bacillus sont de loin les bactéries les plus utilisées 

pour la production des protéases car elles sont considérées comme de bons hôtes pour 

ce secteur industriel (Pinches et al .,1985). 

14
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Les présures provenant d’animaux comme le chameau, la chèvre, l’agneau, et 

le buffle ont été étudiées et caractérisées afin de remplacer la présure bovine. 

Toutefois, elles ne sont pratiquement pas utilisées au niveau industriel, car ces 

enzymes présentent des propriétés enzymatiques moins intéressantes en comparaison 

de celles de la présure bovine (Almeida et al., 2015 ; Yegin et Dekker, 2013). En 

réponse à la croissance de la production fromagère et pour surmonter les problèmes 

de disponibilité de la présure animale, la « Food and Drug Administration » a 

approuvé, dans les années 1990, l’utilisation de chymosine dérivée de 

microorganismes génétiquement modifiés comme Escherichia coli, Bacillus subtilis, 

Lactococcus lactis, Saccharomyces cerevisiae qui sont utilisés comme hôtes pour 

l’expression des enzymes recombinantes (Jacob et al., 2011). Les présures 

recombinantes représentent actuellement 70 à 80% du marché mondial de la présure 

(Johnson, 2006 ; Jacob, 2011). Différentes études ont prouvé que la chymosine 

recombinante et la chymosine de veau standard se comportent de la même façon dans 

toutes les conditions étudiées. Aucune différence entre les fromages n’a été observée 

du point de vue sensoriel et chimique (Yegin et Dekker, 2013). Bien que les présures 

recombinantes aient fait leurs preuves comme substituts à la présure bovine, une 

attention de plus en plus grande est portée aux enzymes naturelles extraites de plantes 

(Chazarra, 2007). 
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II. Le lait  

   II. 1.Définition 

     II.1.1. Définition alimentaire  

      Selon Goursaud, (1985), le lait est un liquide sécrété par les glandes mammaires 

de femelles mammifères telles que la vache, la chèvre et la brebis, destiné à 

l’alimentation du jeune animal naissant. Ce dernier est un liquide de composition 

complexe, opaque blanc mat, plus ou moins jaunâtre selon la teneur de la matière 

grasse en β carotènes. Il a une odeur peu marquée, mais caractéristique. Son goût, 

variable selon les espèces animales, est agréable et douceâtre. 

 

     II .1.2. Définition réglementaire  

         En 1909, le lait destiné à l’alimentation humaine a été défini par le Congrès 

International de la Répression des Fraudes, comme étant le produit intégral de la traite 

totale et ininterrompue d’une femelle laitière bien portante, bien nourrie et non 

surmenée. Il doit être recueilli proprement et ne pas contenir de colostrum. 

(Goursaud, 1985) Très tôt l’accent fut mis sur la qualité sanitaire du lait et l’état de 

bonne santé des animaux, comme en témoigne cette définition. 

II.2.Caractéristiques du lait  

   II.2.1. Caractères organoleptiques 

- La couleur : Le lait est un liquide blanc mat, opaque à cause des micelles de 

caséinates, parfois bleuté ou jaunâtre du fait de la beta carotène ou de la lactoflavine 

contenues dans la matière grasse. (Jacques, 1998)  

- L’odeur : Le lait a une odeur toujours faible Sui generis (caractéristique de l’animal 

qui l’a produit), agréable et variable en fonction de l’alimentation. (Chetoune, 1982). 

- La saveur : Le lait a une saveur douceâtre, faiblement sucrée en raison de la 

richesse en lactose dont le pouvoir sucrant est inférieur à celui du saccharose (Horola, 

2002). 

- La viscosité : La viscosité est fonction de l’espèce, c’est ainsi que l’on distingue :  
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    -Un lait visqueux chez les monogastriques (jument, ânesse, carnivores, et femme 

etc.)  

       - Un lait moins visqueux chez les herbivores (lait de brebis plus visqueux que 

celui de la vache) (Seydi, 2004). 

II.2.2. Caractéristiques physico-chimiques 

   Selon Mahaut et al., (2003), les principales caractéristiques physico-chimiques du 

lait sont :  

 -Masse volumique à 20 °C ……..………. 1028 – 1034 kg/m3. 

 -Point de congélation …………………… - 0, 555 °C.  

 -pH ………………………………………… 6,6 à 6,8.  

 -Acidité titrable...…………………………     15 à 18 °D.  

 -Point d’ébullition …………………………    100,5 °C. 

II.3.La composition du lait  

  II.3.1 L’eau  

      Le lait contient en moyenne 875 g l-1 d’eau. Cette eau se trouve sous deux états :  

- l’eau extra micellaire : représente environ 90% de l’eau totale, et contient la quasi-

totalité du lactose, des sels minéraux solubles, de l’azote soluble, etc... Une petite 

partie de cette eau est liée aux éléments hydrosolubles, dont les protéines solubles.  

- l’eau inter micellaire : représente environ 10% de l’eau totale ; une fraction de 

cette eau est liée aux caséines et l’autre conserve des propriétés solvants, mais les 

transferts de cette eau dans les opérations de déshydratation et hydratation seraient 

beaucoup plus lents (Mahaut et al., 2003). 

   II.3.2.Glucides                                                                                                                                                                                                                                                                          

Le sucre principal du lait est le lactose, disaccharide constitué par l’association d’une 

molécule de glucose et d’une molécule de galactose. On ne relève que 70 mg.L-1 de 

glucose et 20 mg.L-1 de galactose ainsi que des traces d’autres glucides.  

    Le lait contient une cinquantaine d'oligosaccharides bien répertoriés présents à l'état 

libre, mais en quantités souvent négligeables (0,1 g/litre) (FAO, 2002). 
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          Le constituant principal de la matière sèche du lait est le lactose qui présente 

une moyenne de 50 g/l (Linden et Lorient, 1994) 

         D’autres glucides peuvent être présents en faible quantité, comme le glucose et 

le galactosequi proviendrait de l’hydrolyse du lactose, en outre certains glucides 

peuvent se combiner aux protéines (Amiot et al., 2002). 

II .3.3. Lipides 

           Les lipides du lait n’ont aucun rôle dans le phénomène de coagulation. Ils sont 

constitués en majeure partie de triglycérides qui représentent 97 à 99% des lipides 

totaux. Ces lipides se solidifient à température ambiante (Boyaval,1995). 

         La composition des lipides du lait varie avec l’espèce ; 35g/l environ pour celui 

de la femme et de la vache ; 40 à 50 g/l pour les autres espèces.  

        En plus des triglycérides, on trouve des phospholipides, stérols cholestérol 

notamment qui constituent le reste (1 à 3 % des lipides totaux) (Linden et Lorient, 

1994). 

II.3.4. Vitamines  

           Le lait ne permet pas de satisfaire tous les besoins vitaminiques. Ce sont 

surtout les vitamines A, B1 et B2 qui constituent la valeur nutritive du lait (Huppertz 

et al., 2006). 

II.3.5. Matières minérales  

         La quantité des minéraux contenue dans le lait après incinération varie de 0,60 à 

0,90% (Vignola, 2002). Les principaux sont le potassium, le calcium, le chlore, le 

phosphore, le magnésium, et le sodium. On note également la présence des oligo-

éléments (Alias, 1974 ; Huppertz et al ., 2006 ; Jeantet et al. , 2008). Ils se trouvent 

sous deux formes principales, surtout sous forme de sels ionisés et solubles dans le 

sérum et sous forme micellaire. Les éléments basiques majeurs (Ca, K, Mg et Na) 

forment des sels avec les constituants acides qui sont les protéines, les citrates, les 

phosphates et les chlorures  (Vignola, 2002 ; Mahaut et al., 2003). 
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 II.3.6. Matières azotées 

   On distingue deux groupes de matières azotées dans le lait : la matière azotée 

protéique et la matière azotée non protéique.  

    II.3.6.1. Azote non protéique (ANP)  

    L’azote non protéique représente en moyenne 5% de l’azote total du lait et se 

présente sous forme d’urée, créatine, créatinine, ammoniaque, acides aminés libres, 

vitamines et nucléotides. (Mahaut et al.,  2003).  

    II.3.6.2. Azote protéique  

    Technologiquement, les protéines du lait sont probablement les constituants les 

plus importants du lait. La recherche sur des protéines du lait remonte au début du 

19ème siècle Ils Sont probablement les mieux caractérisées de toutes les protéines 

alimentaires. Les protéines du lait peuvent être divisées en deux classes selon leurs 

solubilité à pH 4,6, les protéines insoluble à pH 4.6 s'appellent les caséines et les 

protéines solubles à pH 4.6 sont les protéines de sérum ou les protéines de petit lait 

(FOX, 2003 ; Huppertz et al.,  2006). 

             II.3.6.2.1. Les protéines de sérum  

      Les protéines de sérum représentent environ 20% des protéines totales. Elle se 

trouve sous forme de solution colloïdale. Les deux principales sont β-lactoglobuline et 

α-lactoglobuline, les autres protéines du sérum sont des  immunoglobulines, le sérum 

albumine bovine (SAB) et la lactoferrine. En plus de ces protéines, des enzymes sont 

présentes dans le sérum (Walstra et al., 1999 ; Vignola, 2002 ; Huppertz et al. , 

2006).  

II.3.6.2.2. Les caséines  

         Les caséines représentent 80% des protéines totales du lait et se composent de 

quatre protéines majeures, les caséines αs1, αs2, β, et la caséine-қ. Leur point 

isoélectrique est de 4,65 (Brule et al.,  1997 ; Jeantet et al., 2008). Il existe 

également une caséine γqui est formée par l’hydrolyse de la caséine β par le plasmide. 

Les micelles de caséines sont constituées de 92% de protéines et de 8% de minéraux 

(Vignola, 2002), Il existe plusieurs variantes génétiques pour les caséines et leur 

fréquence est plus ou moins importante selon les espèces (Grosclaude, 1988). 
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II.3.6.2.2. 1.Caractères généraux des caséines  

          - Caséine αs 

         Cette caséine, présente en quantité modeste (8 à 11%), possède 207 acides aminés 

La     fraction α s’est révélée hétérogène. L’ensemble des fractions αs2, αs3, αs4, αs5 et 

αs6 est maintenant nommé caséine αs2. Le poids moléculaire est situé entre 24000 et 

30000 Daltons. Elle est fortement sensible au calcium à toute température et est la plus 

hydrophile de toutes les caséines vu sa richesse en groupements phosphorylés et en 

résidus cationiques. (Jouanp, 2002). 

- Caséine β  

            Elle est présente en quantité importante (25–35%), et possède 209 acides 

aminés, pour une masse molaire d’environ 24000 Daltons. Elle est sensible au Ca2+ à 

température ambiante. A basse température, en dessous de 10°C, elle reste soluble en 

présence de calcium. C’est la plus hydrophobe des caséines. La molécule présente un 

caractère amphipolaire très marqué : partie N terminale très polaire (1/3 de la molécule) 

et partie C terminale hydrophobe comprenant les 2/3 restants de la molécule. (Jouanp, 

2002). 

-Caséine κ   

Sa structure primaire comporte 169 résidus d’acide aminés, son poids moléculaire est de 

19000 Daltons. Lors de l’hydrolyse de la liaison Phe 105-Met106 par la chymosine, il y 

a libération du caséino macropeptide (CMP) ou s’il est fortement glycosylé, 

glycomacropeptide (GMP) et la para caséine κ. La fraction CMP ou GMP confère à 

cette protéine son caractère hydrophile et la para caséine κ son caractère très 

hydrophobe. Ceci explique la perte de la solubilité des micelles de caséines. (Mahaut et 

al., 2000 ; Vierling, 2003). 

 

-Caséine γ  

            La connaissance de la structure de la caséine β permet de montrer que la fraction 

γ est constituée de 3 fragments appelés γ1 (20500 Daltons), γ2 (11800 Daltons), γ3 

(11500 Daltons) qui proviennent de l’hydrolyse de la caséine β par laplasmine, une 

protéase endogène alcaline du lait. (Mahaut et al., 2000 ; Vierling, 2003). 
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II.3.6.2.2.2.Micelle de caséine  

           La micelle de caséine est une particule sphérique d’un diamètre moyen de 50 à 

200 nm (figure 02) formée par l’association des caséines (αs1, αs2, β, κ), de quelques 

fragments peptidiques (caséines γ issus de la protéolyse de la caséine β par la plasmine) 

et de composants salins dont les deux principaux sont le calcium et le phosphore. La 

masse des micelles oscille entre 2.108 et 2.109 Daltons. Les associant qui constituent la 

micelle, sont appelées des submicelles. Elles étaient révélées, par microscope 

électronique après cryofracture, et sont d’environ 10 nm de diamètre. Leur masse 

moléculaire serait en moyenne de 3.105 Da. De nombreux modèles ont été proposés. 

Les uns accordent à la micelle une structure globale avec une répartition non uniforme 

des constituants ; d’autres retiennent l’idée d’une structure avec sous-unité ou 

submicelle. Ces submicelles s’agrègent entre elles principalement par des liaisons 

phosphocalciques et secondairement par le magnésium et le citrate (Cayot et Lorient, 

1998 ; Mahautet al., 2000). 

       Les submicelles à faible teneur en caséine κ sont localisées à l’intérieur de la 

micelle ; celles, riches en caséines κ sont présentes à l’extérieur. Les submicelles 

périphériques riches en caséines κ comporteraient des chaînes flexibles. Ces chaînes 

correspondant aux fragments COOH terminal des caséines κ auraient un rôle 

déterminant dans la stabilité des micelles (Brule et al ., 1997; Dalgleish, 1998 et 

Dalgleish,2007).(voir figure 02). 

 

Figure 02 : Modèle de micelle de caséine avec sous-unités (Amiot et al., 2002). 

 
21 



Partie I                                                                                               synthèse bibliographique 
 

III. Fromage  

III.1. Définition  

Solon le codex alimentaires, (2013) Le fromage est définie comme étant un 

produit affiné ou non affiné, de consistance molle, semi dure ou extra dure qui 

peut être enrobé et dans lequel le rapport protéines de lactosérum/ caséines ne 

dépasse pas celui du lait. Il est obtenu par : 

 coagulation complète ou partielle des matières premières suivantes : lait et/ou 

produits obtenus à partir du lait, grâce à la présure ou d’autres agents coagulants 

appropriés et par égouttage partielle du lactosérum résultant de cette 

coagulation.  

 Par l’emploi de techniques de fabrication entraînant la coagulation du lait et/ou 

produits provenant du lait. 

 Fromage affiné  

 C’est un fromage qui n’est pas prêt à la consommation peu après sa fabrication, mais 

qui doit être maintenu pendant un certain temps à la température et dans les conditions 

nécessaires pour que s’opèrent les changements biochimiques et physiques 

caractéristiques du fromage.  

 

 Fromage affiné aux moisissures  

 C’est un fromage affiné où l’affinage est provoqué essentiellement par la prolifération 

de moisissures caractéristiques dans la masse et/ ou sur la surface du fromage. 

 

 Fromage non affiné  

C’est le fromage frais est un fromage prêt à la consommation peu de temps après sa 

fabrication. 

 

III.2.Composition moyenne du fromage 

Le fromage est un aliment de base, riche en graisses, protéines, calcium etphosphore,à 

Longue conservation en comparaison de la durée de conservation du lait à partir duquel 

il est fabriqué voir (Tableau01). 
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Tableau 01 : Composition moyenne du fromage (Abdoune, 2003) 

 

III.3.Conditions nécessaires à la fabrication fromagère  
Les conditions nécessaires et favorables à un déroulement de la fabrication fromagère sont les 

suivantes : 

 L’activité coagulante doit être bonne dans les conditions physiques et chimiques rencontrées 

dans les laits soumis à la transformation : pH, température, force ionique, concentration en 

substrat caséine, absence d’inhibiteurs enzymatique. 

 Le comportement rhéologique du gel après floculation doit permettre d’effectuer les 

traitements de l’égouttage dans un délai acceptable et d’obtenir un fromage présentant 

les caractéristiques de compositions et de rendement souhaitées. 

Composés 

 

Fromage 

 

Eau Eliminée en partie par la fabrication et sa teneur varie de : 

• 35 % (pâte cuite dure) 
• 50% (pâte molle) 
• 80 % (fromage frais) 

Glucides pratiquement éliminé avec l’eau par la fabrication 

Lipides se retrouvent dans la majorité des fromages sauf les fromages maigres : 

• 23%fromages à pâte molle 
• 30%fromages à pâte dure 

Protéines La caséine coagulant avec la présure, est l’élément essentiel de tous les fromages 
(même maigres) : 

• 18% fromages à pâte molle 
• 19% fromages blancs au lait écrémé 
• 24% fromages à pâte ferme. 

Minéraux Grande richesse en calcium et en phosphore, surtout dans les fromages à pâte 
ferme rapport Ca/P=1,26 en moyenne, donc aliment  recalcifiant;-Plus en moins 
riche en chlorure de sodium selon leur fabrication(adjonction du sel, pâte lavée à 
l’eau salée, etc...) 

Vitamines fromages fermentés à pâte molle, notamment les fromages bleus, sont de bonnes 
sources de vitamine B, du fait des synthèses réalisées par les moisissures. 

-se retrouve dans le fromage selon la teneur en matière grasses. 
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Les modalités de l’affinage doivent conduire à une évolution des propriétés (Simon et 

al, 2002). 

III.4. Etapes de fabrication du fromage  

La transformation du lait en fromage a permis de conserves des éléments nutritifs du lait sur 

des périodes plus ou moins longues (Gelais et Tirard, 2009). 

Le processus fromagère début avec la préparation du lait, les deux étapes principales de 

l’élaboration d’un fromage sont ensuit la coagulation et l’égouttage suivi accessoirement de 

l’affinage après salage. 

III.4.1 .Préparation du lait  

Comprend éventuellement une phase de traitement thermique du lait voire une étape de 

maturation. 

Le fromage peut également ajuster les taux de matière grasse (écrémage partielle, apport de 

matière grasse) et azoté (ajouté de poudre de lait) (Catherine, 2005). 

III.4.2 .Coagulation  

 La coagulation du lait est une étape importante dans le processus de fabrication du 

fromage. Il s’agit de la transformation du lait liquide en un gel, appelé aussi coagulum ou 

caillé qui, après un certain nombre de transformations, deviendra un fromage.  

La coagulation peut être obtenue par abaissement du pH (acidification), par action des 

enzymes coagulantes ou par action mixte.  

On distingue donc trois types de coagulation (El-Bendary et al., 2007 ; Shieh et al., 2009 ; 

Mohamed Ahmed et al., 2010). 

III.4.2.1.Coagulation acide  

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

 par acidification biologique à l’aide de bactéries productrices d'acide lactique 

(bactéries lactiques contaminant à l'état naturel le lait ou apportées sous forme de 

levains) (Mahaut et al., 2005). 

 par acidification chimique (injection de CO2 addition de glucono delta lactone)  

(Mahaut et al.,2000).Voir (figure 03). 

Le gel formé présente une perméabilité satisfaisante, mais une friabilité élevée avec une 

élasticité et plasticité pratiquement nulles dues au manque de structuration du réseau.  
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Figure 03: Modification de la structure micellaire au cours de l’acidification (Jeantet, 2007) 

 

III.4.2.2.Coagulation enzymatique  

Il s’agit de l’action de la présure (plus précisément de la chymosine) qui va hydrolyser 

préférentiellement la caséine κ en un site préférentiel de coupure.  

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), (voir figure 04). 

 

Figure 04 : Modification de la structure micellaire au cours de la coagulation présure(Jeantet, 2007). 
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III.4.2.3.Coagulation mixte  

Ce type de coagulation consiste en l’action de la présure et l’acidification du lait. C’est la voie 

la plus utilisée dans les industries fromagères en particuliers pour la fabrication des fromages 

frais (petit suisse, demi sels....) et des fromages à pâte molle (Camembert, Brie...) (Green, 

1977 ; Cheftel, 1980 ; wigley 1996) 

Dans les deux cas, après formation de coagulum, celui-ci s’exsude et se détache du 

lactosérum : c’est la synérèse de caillé ou égouttage. Ce phénomène de synérèse est rapide 

pour le coagulum par emprésurage et lent pour le coagulum acide (Lenoir, 1985) 

 

 III.4.2.3.1. Mécanisme d’action de la coagulation  

 Selon Mahaut et al, (2003) on distingue 3 phases de coagulation : 

 Phase primaire ou hydrolyse enzymatique. 

 Phase secondaire ou agrégation des micelles. 

 Phase tertiaire ou réticulation du gel. 

 Phase primaire  

La phase enzymatique correspond à une protéolyse limitée de la caséine κ, portant sur la 

liaison Phe105-Met106. 

La chaîne peptidique de la caséine κ est ainsi coupée en 2 segments de caractéristiques 

différentes : 

• Le segment 1-105 ou paracaséine κ est hydrophobe, basique et reste intégré la micelle. 

• le segment 106-169 ou caséinomacropeptide (CMP) est très hydrophile, acide et passe 

dans le lactosérum Lorsque le CMP se détache de la caséineκ, il se produit une 

réduction des charges négatives de la micelle ainsi que son degré d’hydratation par la 

perte de sa partie hydrophile. Du fait de la suppression de ces deux facteurs essentiels 

dans la stabilité des caséines en solution, des liaisons peuvent alors s’établir entre les 

micelles modifiées, permettant leur agrégation et finalement la formation d’un gel, 

c’est la phase de coagulation proprement dite. (Fox et al., 2000 ; Mcsweeney, 2004). 

 Phase secondaire  

A pH 6,6, lorsque 80 à 90% de la caséine κ est hydrolysée (correspondant à 60% du temps 

nécessaire pour observer virtuellement la coagulation), l’agrégation se met en place par des 

liaisons électrostatiques et hydrophobes entre les micelles modifiées (Mahaut et al ., 2000). 
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 Phase tertiaire  

L’agrégation démarre lorsque 85 à 90 % de la caséine κest hydrolysée et elle atteint sa vitesse 

maximale lorsque la totalité de la caséine κ est hydrolysée. 

 Des liaisons électrostatiques et des liaisons hydrophobes participent à la formation du gel. Le 

calcium ionique et le phosphate de calcium colloïdal jouent aussi un rôle déterminant dans le 

phénomène. 

III.4.3 .l’égouttage  

Cette étape dû entre 24 et 36 heures, elle appelée encore (ressuyage). Elle permet d’éliminer 

le petit-lait encore présent et de fixer la teneur en eau du fromage. Cette opération se déroule à 

une température de 18 à 20C°, une température trop basse nuit à bon égouttage, et trop élevée 

fournit un fromage trop sec (Fournier, 2007). 

 L’égouttage est le résultat de deux phénomènes physiques différents (FAO, 1995) : 

• Un phénomène actif, la synérèse, qui est dû à la contraction du gel ; il 

particulièrement important dans les coagulums présure. 

• Un phénomène passif, résultant de l’aptitude du coagulum à laisser s’écouler le 

lactosérum occlus  cette exsudation spontanée du sérum, liée à la perméabilité du 

coagulum, est une des caractéristiques des gels lactique. 

III.4.4. Salage 

Le salage peut s’effectuer selon deux techniques: 

 salage à sec par saupoudrage superficiel, par frottage ou par incorporation dans la 

masse du caillé (cantal, cheddar) 

 salage en saumure par immersion dans une solution saturée en NaCl. 

L’incorporation du chlorure de sodium dans le fromage a pour objectifs : 

• d’assurer un complément d’égouttage ; 

• de contribuer éventuellement à la formation de la croute; 

• de régler l’activité de l’eau (aw) du fromage qui oriente et freinte les développements 

microbiens et les actions enzymatiques au cours de l’affinage; 

• d’accroître le potentiel organoleptique fromage (Mahaut et al., 2003). 
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III.4.5. Affinage 

L’affinage correspond à une phase de digestion enzymatique des constituants du caillé, c’est 

un processus biochimique complexe pour plusieurs raisons : 

 d’une part, la matrice issue de la coagulation et de l’égouttage du lait présente une très 

grande hétérogénéité physicochimique. 

 d’autre part, les enzymes intervenant dans l’affinage ont plusieurs origines (Jeantet, 

2007). 

• Les enzymes naturelles du lait : deux sont plus particulièrement importants à considérer, la 

lipase et la plasmine. 

• Les enzymes coagulantes : les protéases utilisées pour la coagulation du lait contribuent de 

manière efficace à l'affinage (Ramet, 1985). La présure a une double activité, l'une très 

spécifique sur la caséine κ, l'autre de protéolyse générale (Choisy et al., 1997). 

• Les enzymes microbiennes : les microorganismes interviennent au cours de l'affinage par 

action de leur enzyme extracellulaire et intracellulaire (Choisy, 1997 ; Gripon et al., 1993). 

III.5.Classification des fromages et appellations  

Selon Kosikowski (1985), il existe environ 2000 variétés de fromages et approximativement 

500 d’entre eux sont regroupés par la Fédération Internationale du Lait (FIL ou IDF). La 

classification des fromages est d’autant plus compliquée à établir que les caractères sur 

lesquels pourrait se fonder une classification se confondent.voir (Tableau02)En général, les 

principaux critères de classification prennent en considération les points suivants (Mietton et 

al., 2004) : 

 La nature de la matière première : lait cru ou pasteurisé ; lait entier, écrémé, enrichi en 

protéines ou ultrafiltré ; lait frais ou reconstitué ; lactosérum. 

 L’origine du lait (vache, chèvre, brebis, bufflesse, et mélange de laits de différentes 

espèces) . 

 La composition des fromages en matières grasses et en extrait sec influant sur leur 

consistance (pâte dure, demi dure, molle). 

 Le pays ou la région de fabrication. 
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Tableau 02 : classification des fromages 

 

 

 

 

 

 

Type de 
fromage 

Description Références 

Fromages 
à pâte 
fraiche 

Fromages peu égouttés qui n'ont pas été affines, il y’a 
juste coagulation des protéines du lait sous l'effet des 
ferments lactique (acidification). 

(Chamba et 
Irlinger, 
2004) 

Fromages 
à pâte 
ferme 

Constitués d'une pâte compacte, renfermant un peu moins 
d'eau que les fromages frais, mais contenant plus de sels 
minéraux dont les sels de calcium 
notamment. Dans cette catégorie, on distingue : 

 les fromages à pâte ferme non cuite (Edam, Saint-Paulin, 
etc.) 

 les fromages à pâte ferme cuite (Gruyère, Comté, etc.) 

(Parente et 
Cogan, 
2004) 
(Yıldız, 
2010) 

Fromages 
à pâte 
Molle 

Fromages ayant subi un affinage relativement prolongé 
(protéolyse et lipolyse intenses par la flore de surface) 
après une fermentation lactique (ex. 
Camembert). 

(Branger, 
2012) 
(Yıldız, 
2010) 

Fromages 
à 
pâte 
Persillée 
 

Fromages affinés, à moisissures interne (ex. Roquefort). Il 
y’a développement interne de P. roqueforti grâce à 
l’action de leuconostoc et des levures qui produisent une 
ouverture et une petite quantite d’éthanol 

(Settanni et 
Moschetti, 
2010) 

Fromages 
Fondus 

Constitues d’un mélange de fromage(s), de beurre, de 
crème et de lait, pasteurisé (95°C) ou stérilisé (125°C). 
Appelés aussi fromages remaniés, ils sont de nombreux 
types dont certains sont obtenus après récupération des 
fragments de fromages à pâte ferme tel que le Gruyère et 
qui présentent certains défauts. En réalité, il s'agit plus 
d'une dissolution suivie d'une dispersion de protéines dans 
l'eau que d'une fonte qui, correspond au sens physico-
chimique du terme, à la désintégration d'une structure 
solide cristalline par l'apport d'énergie thermique ou 
l'exercice d'une pression. 

(Boutonnier, 
2012) 
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Matériels biologiques 

I. Origine de la souche  

 La souche identifiée comme Bacillus amyloliquefaciens est une souche locale 

isolée à partir du sol à proximité de la laiterie fromagerie Boudouaou par l’équipe de 

recherche de département de technologie alimentaire de l’université de Boumerdes. 

Le choix de cette souche repose essentiellement sur son aptitude à produire les 

coagulases. Elle est conservée à 4°C sur gélose inclinée .Un repiquagetrimestriel est 

nécessaire afin de garder la vitalité de la souche. 

 Le milieu de culture utilisée est de type solide (fermentation en surface), dans le but 

d’optimiser une meilleure culture donnant une meilleure production d’enzyme, nous 

avons utilisés le son de blé comme substrat de fermentation. 

I  .1. Obtention de l’extrait coagulant de Bacillus amyloliquefaciens 

I .1.1. Revivification de la souche Bacillusamyloliquefaciens 

 La souche conservée à 4 °C sur un milieu gélosé incliné a été repiquée dans des 

tubes à essais contenant un bouillon nutritif, ces derniers sont incubés à 30°C pendent 

24h. 

 La culture bactérienne est ensemencée sur des boites de gélose nutritive est incuber à 

30°C pendant 24h(Voir figure 05). 

 

Figure 05: la revivification de souche bacillusamyloliquefaciens. 
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II.2.Préparation de l’inoculum  
 
         A l’aide d’une ance de platine stérile on gratte légèrement la surface de la 

gélosenutritive (GN) de façon à obtenir 4 à 5 colonie ; ensuite ces colonies ont été 

submergé dans une solution salé stérile (eau physiologique) 5 ml dans un tube à essai, 

ce dernier est agité à l’aide d’un vortex. 

       Après l’agitation la suspension est ajustée au standard MC Ferland 5 à l’aide d’un 

spectrophotomètre ce qui correspond, à une densité optique (DO) de 0.9 à une 

longueur d’onde de 600 nm. Ce tube a été considérer comme un standard de turbidité 

pour comparer la turbidité de la suspension bactérienne ; en examinant les tubes sur 

un fond blanc (Voir tableau 03). 

Tableau 03 : Absorbance des différents Mc Farland Standard à 600 nm.  

McFarland Standard 0.5 1 2 3 4 5 

Approx.cell density (1X10^8 CFU/mL) 1.5 3 6 9 12 15 

Absorbance* 0.08-0.1 0.257 0.451 0.582 0.669 0.9 

 

I.1.3. Préparation et inoculation de milieu de culture  

Pour la fermentation, le milieu de culture choisi est un milieu solide dont la 

préparation est comme suit :   

Le son de blé est distribué dans des erlenmeyers à 250 ml à raison 30g supplémenté 

de 2,5 g de lait écrémé (qui contient le lactose pour l’énergie et la caséine comme 

inducteur de la production d’enzyme) dans 60ml de sulfate d’ammonium (NH4)2SO4 

à 0,1% (poids/vol).   

Les erlenmeyers sont bouchés avec du coton cardé enveloppé dans un filet de gaz et 

coiffés de papier aluminium (qui supporte une bonne étanchéité et supporte les hautes 

températures) ils sont alors stérilisés à l’autoclave à 121°C pendant 15 mn, puis on 

introduit dans chaque erlenmeyer 5 ml de l’inoculum. L’incubation a lieu à 32°C 

pendant 24 heures (Voir figure 06). 
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Figure 06: Préparation de milieu de culture. 

 

I. 1.4.Extraction de la  protéase extracellulaire  

L’extraction de l’enzyme est réalisée par l’addition de 50 ml de l’eau distillée 

stérile dans chaque erlenmeyer. 

Après agitation mécanique à température ambiante, le contenu est filtré à travers un 

filet de gaz puis centrifugé à 4000 tours pendant 30 min à 4 °C dans une centrifugeuse 

à froid(Rao et Mathur, 1976).Le surnageant récupéré constitue l’extrait enzymatique 

brut(voir figure 07). 

 

Figure 07 : Récupération de surnagent. 
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Figure 08: Protocole d’obtention de l’extrait enzymatique brut produit par la souche 

Bacillus  amyloliquefaciens. 
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II. Caractérisation de l’extrait enzymatique brut   

II.1.Mesure des activités enzymatiques  

II.1.1.Mesure de l’activité coagulante (AC)  

  -L’activité coagulante est déterminée selon deux méthodes : 

a- la méthode de Berridge (1945) modifiée par Collinet al. (1977)  

Cette méthode permet d’exprimer l’activité de l’extrait enzymatique en unité 

de présure (Up), qui correspond à la quantité d’enzyme nécessaire pour coaguler 10 

ml de substrat standard en 100 secondes à 35°C. 

12 g de poudre de lait écrémé « lowheat » standard de Berridge sont dissout dans 100 

ml d’une solution de CaCl2 à 0,01M sous agitation magnétique pendant 30minutes ; le 

pH est d’environ 6,5.Le substrat ainsi reconstitué est reparti dans des tubes à essais à 

raison de 10 ml par tube. Les tubes sont placés dans un bain marie à 35°C pendant 30 

min.   

1ml de l’extrait enzymatique est alors ajouté au substrat. Le tube est agité et on note à 

l’aide d’un chronomètre, l’apparition de la première floculation sur la paroi du tube. 

L’activité coagulante est exprimée en unité présure (Up.).(Voir annexe 01) 

L’activité coagulante est calculée selon l’expression suivante :  

 

Avec : 

V : volume de lait (substrat de Berridge) ajusté à pH 6.4 et porté à 35°C (10ml). 

v : volume de l’extrait enzymatique (1ml). 

t : temps de coagulation en secondes. 

b- la méthode de Soxhlet  

L’activité coagulante peut être également exprimée en ‘’force coagulante’’, 

exprimée en unité Soxhlet et représente le nombre de volumes de lait frais coagulés 

par un volume de présure en 40 minutes à 35 °C.   

Une unité internationale UI= 400 SU (unité soxhlet) correspondant à la quantité 

d’enzymes qui coagulent les 10ml de lait en 1 minute. 

Up = 10V/v.t 
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Avec :         

F : force coagulante. 

V : volume de lait (substrat de Berridge) ajusté à pH 6.4 et porté à 35°C (10ml). 

t : temps de coagulation du lait en secondes. 

v : volume de l’extrait enzymatique (1ml). 

Le nombre ‘2400’ représente le temps standard du test (40 min) en secondes. 

Il existe une relation UP=F x 0,00457(Alais, 1984).  

II.1.2.Mesure de l’activité protéolytique  

L'activité protéolytique est déterminée par la méthode décrite par Silva et al et Shiehet al 

Le mélange réactionnel est composé de 0,4 ml de 0,5% de caséine (Sigma) (p /v) dans 

l'eau distillée, 0,4 ml de 0,2 mol / L de tampon acétate à pH 5,5, et 0,2 ml de l'enzyme 

brute. 

La réaction a eu lieu dans un bain à 35 °C et au bout de 30 min, la réaction a été 

stoppée en ajoutant 1 ml d'acide trichloracétique à 10% (TCA).2 ml du filtrat ci-

dessus a été ajouté du NaOH à 5 ml (0,28 N) et une solution de 1,5 ml de réactif de 

phénol (solution de phénol de Folin-Ciocalteu: eau = 1 : 2). Après que le mélange a 

été maintenu à 35 ◦C pendant 15 minutes, la densité optique (DO) à 660 nm a été 

mesurée. L'activité protéolytique a été exprimée en termes d'unités (PA) 

correspondant à DO 660nm. 

II.2.Détermination de l’indice AC/AP  

         Selon Abdelfattah et al., 1974 et Abderrahmane et al., 1190, le rapport de 

l’activité coagulante sur l’activité protéolytique (AC/AP), pour les préparations 

enzymatiques, représente un indice d’appréciation de la qualité des présures de 

remplacement par rapport à la présure de référence. Sa mesure permet de déterminer 

l’aptitude d’une préparation enzymatique à coaguler le lait au même titre que la 

présure. 

 

 

F = 2400.V/T. v 
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II.3.Dosage des protéines  

Le dosage des protéines totales est déterminé par la méthode de Lowry 

(Lowry et al. ,1951). C’est une mesure colorimétrique où l’addition d’un sel de cuivre 

en milieu alcalin puis du réactif de Folin-Ciocalteu à une solution protéique donne 

une coloration bleue foncée. Cette coloration résulte de la réaction du cuivre avec les 

liaisons peptidiques et la réduction de l’acide phospho-tungsto-molybdique par la 

tyrosine, le tryptophane et la cystéine. Les espèces réduites absorbent la lumière à 750 

nm. Le dosage des protéines s’effectue à cette longueur d’onde en utilisant une 

spectrophotométrie visible. La concentration en protéines de l’échantillon analysé est 

déterminée en se référant par projection à une courbe d’étalonnage DO=f (c) où 

l’albumine sérique bovine commercial (BSA) est utilisée comme protéine étalon 

(Boudjnah, 2012). (Voir annexe 02). 

II.4.Détermination des conditions optimales de l’activité coagulante 
 

La caractérisation d’extrait enzymatique brut consiste à la détermination des 

conditions optimales de l’activité coagulante en fonction de certains facteurs. 

La mesure de l’activité coagulante est déterminée en mesurant le temps de 

coagulation selon la méthode de (Berridge, 1945) modifiée par (collinet al, 1977). 

II.4.1.Détermination de la température optimale d’activité  

La température optimale de coagulation du lait a été déterminée en portant le 

lait à différentes températures de 30°C à 85 °C avec un intervalle de 5°C.  

II.4.2.Influence du pH de lait  

L’influence de pH du lait sur l’activité coagulante de l’extrait enzymatique a été 

déterminée en faisant varier le pH du lait de 5,0 à 8 avec un intervalle de 0,2en 

utilisant du HCl 0,1N et du NaOH 0.1N. 

II.4.3.Détermination de la concentration optimale de CaCl2  

L’influence de la concentration en CaCl2sur l’activité coagulante a été 

déterminée en faisant varier la concentration du lait en ions CaCl2 de 0.01 à 0,08M 

avec un intervalle de 0,01M. 
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II.4.4.Influence de la concentration en extrait enzymatique  

 Les activités coagulantes ont été déterminées en faisant varier la concentration 

en protéines de l’extrait enzymatique de 0,02 à 0.175 mg / ml avec intervalle de 0,02 

mg/ml. 

II.4.5.Etude de la stabilité thermique de l’extrait enzymatique  

  La stabilité thermique de l’extrait a été étudiée en mesurant son activité 

coagulante résiduelle après maintien de l’extrait enzymatique à des températures 

variables de 30°C à 80°C pendant 15min. L’activité coagulante résiduelle est 

exprimée en pourcentage par rapport à l’activité initiale et déterminée selon les 

conditions standards de mesure. 

III. Analyse physico-chimiques de lait  

Le contrôle physico–chimique permet d’évaluer la stabilité et la consistance du 

produit en ce qui concerne ses caractéristiques nutritionnelles et organoleptiques.  

Les analyses physicochimiques :( Matière grasse, Densité, Protéine, 

Température,conductivité, point de congélation, pH)du lait ont été réalisées à l’aide d’un 

appareil 

EKOMILK.  

III.1.Dosage de l’acidité Dornic 

Remplir la burette de la solution de NaOH N/9 et la fixer au statif. Régler le 

niveau du liquide àzéro. À l'aide d’une pipette de 10 ml, prélever 10 ml de lait et 

transférer dans la fiole conique de100 ml. Ajouter 5 gouttes de solution de 

phénolphtaléine et titrer jusqu'à apparition d'une couleurrose persistante. Noter le 

volume de solution titrant utilisé en millilitres (Guiraud, 1998 ; Moulay et al., 2006). 

L’acidité produite est calculée comme suite : 

 

V NaOH= volume de la soude coulé. 

L’acidité est exprimée en degré Dornic ou 1°D = 0.1 g/l d’acide lactique. 

 NB : Le degré dornic est une unité de mesure d’acidité de lait du nom de Mr. Dornic ancien 

directeurde l’école d’industrie laitière. 1◦D correspond à 0.1g d’acide lactique par litre de lait. 

Un lait est considéré comme frais lorsqu’il a une valeur inférieure ou égale à 18◦D. 

 

Acidité = V 
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III.2.Détermination de l’extrait sec total 

D’après Audigieret al.,(1980), la détermination de la matière sèche repose sur 

l’évaporation d’un volume du lait que l’on pèse son résidu par la suite. 

 Peser la capsule vide et sèche. 

 Verser 10ml du lait dans cette dernière. 

 Porter la capsule à l’ébullition jusqu’à l’évaporation totale de l’eau. 

 Après l’étuvage (103°C pendant 3heurs) et le refroidissement dans un 

dessiccateur, peser la capsule pour déterminer le poids de l’échantillon après 

dessiccation. 

La teneur de l’EST est exprimée en % par la formule suivante : 

 

Avec : 

EST : L’extrait sec total du lait en g/l. 

P : Poids de la capsule vide en g. 

V : Volume de prise d’essai en ml. 

P1 : Poids de la capsule et le résidu après la dessiccation en gramm. 

III.3.Détermination de l’extrait sec dégraissé (ESD) 

C’est l’extrait sec non gras, il est calculé par la formule suivante : 

 

 

EST : Extrait sec totales (g /L).  

MG : Matière grasse (g /L). 

 

 

ESD=EST-MG 
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IV. Essai de fabrication du fromage à pâte pressée cuite par l’utilisation de 

l’EEB  

IV.1. Étapes de fabrication du fromage 

L’essai de fabrication de fromage a pour objectif principal l’étude des aptitudes à 

la coagulation du lait de l’enzyme extraite en comparaison avec la présure 

commerciale.  

Ces essais ont été réalisés au niveau du laboratoire de la faculté des sciences du 

département SNV. 

Étant donné, l’activité fortement protéolytique de l’extrait enzymatique de Bacillus 

amylolequifaciens, nous avons choisi d’élaborer un fromage de type pâte pressée 

cuite, afin d’inhiber cette activité juste après coagulation, et limiter ainsi les pertes en 

rendement fromager. 

Nous avons élaboré deux types de fromage à pâte pressée cuite dans les même 

conditions se différenciant par : 

 Type 1 : coagulation par EEB.  

 Type 2 : coagulation par présure. 

Le volume de lait total utilisé est de 10 L issu de la ferme ITELV celui-ci est divisé en 

bacs de 2 litres de contenance. Le procédé de fabrication utilisé a été proposé par 

Harbutt, (2010) pour les fromages à pâte pressée cuite. 

 Préparation du lait  

         1. Pasteurisation 

C’est un traitement thermique du lait il permet l’élimination des germes 

pathogènes du laitse fait à une température de80°C pendant 20 secondes pour ne pas 

altérer les propriétésorganoleptiques du lait (Majdu, 2009). 

Après refroidissement du lait à 42°C, on ajoute 2.5 g de CaCl2(Voir figure 09). 
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Figure 09 : la pasteurisation de lait. 

      2. Ensemencement du lait traité 

La maturation du lait est réalisée par ajout de ferments lactiques mésophiles. 

Lesferments ou levains lactiques sont des cultures pures en proportions définies de 

différentes bactéries lactiques qui se multiplient dans le lait et dans les fromages, 

assurent deux fonctionsessentielles : 

 Abaisser le pH du milieu en transformant le lactose en acide lactique. 

 Contribuer aux caractères organoleptiques des fromages en libérant 

lessystèmes enzymatiques. 

 

 Emprésurage 

Correspond au moment où l’on ajoute la présure en vue de provoquer sa 

coagulation. Cette dernière se traduit par une floculation des micelles de caséines qui 

s’unissent pourformer un gel accompagné d’une liquide appelée lactosérum. 

Cette étape est réalisée quand le pH est d’environ de 6.4 et à la température de 42°C 

pour la présure et à 55°C pour l’EEB.  

La dose des différents extraits coagulant additionnés pour chaque deux litres de lait 

est calculée préalablement à partir de la force coagulante (F) de chacun : 
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  

 

 D’écaillage et délactosage 

Cette étape consiste a découpé le caillé en grain de petites tailles sous forme de 

grain de mais, l’outil utilisé lors de cette étape est le tranche – caillé .Ensuit délactosage " 

lavage du caillé " l’opération qui consiste à remplacer une partie du sérum par de l’eau 

pour abaisser la richesse du caillé en lactose pour éviter une sur acidification (réduire 

l’acidité par l’ajout de l’eau) (Majdi, 2009) (Voir figure 10 et 11). 

 

Figure 10 :D’écaillage et délactosage. 

 

Figure 11 : lavage du caillé. 

• Force de présure : 3 à 4 g /100 ml                           dose 0.06 g/2L. 

• Force EEB 1/100                                          2 ml /2L. 
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 La cuisson du caillé  

Le caillé subit un chauffage après son lavage, pour le caillé à base de présure la 

température de cuisson est de 53°C pendant 45 min quant au caillé à base de l’EEB sa 

température de cuisson est de 60°C pendant 45min, dont une partie de la flore lactique 

est détruite. 

 Pré pressage, moulage, pressage 

 Après la cuisson du caillé, il est pressé à l’aide d’une toile pour permettre un 

égouttage sans qu’il y ait une perte de caillé, puis il est mis dans des moules troués, 

munis d’une toile. Enfin les moules sont pressés à l’aide d’une plaquette massive 

pendant 4 heures, afin d’augmenter l’extrait sec et de favoriser l’expulsion du sérum 

résiduel et donner une bonne texture au fromage. Le pressage consiste à : 

 Eliminer forcement le lactosérum. 

 Donner au fromage sa forme définitif en utilisant des moules en plastique 

alimentaire (Majdi, 2009). (Voir figure 12 et 13) 

 

Figure 12 : Egouttage. 

 
Figure 13 : lemoulage. 
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 Le salage 

  On peut saler le fromage soit par pulvérisation en surface de sel fin (à pâte 

molle) soit par immersion dans un bain de saumure (=eau +sel) (Fredot, 2005). 

Pour notre essai, les boules de fromage sont démoulées et immergées dans un bain de 

saumure (20 % de sel) entre 14 et 18°C pendant 48h. 

Le sel joue un triple rôle : 

 Il complète l’égouttage et contribuera ainsi à la formation de la croûte. 

 Il règle l’activité de l’eau et ainsi favorise ou freine le développement des 

microorganismes tout en régulant les activités enzymatique. 

 Il révèle la saveur propre du fromage en influençant le goût et en renforçant 

les arômes.( Voir figure 14). 

 

Figure 14 : le salage. 
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Figure 15 : Résumé des étapes de fabrication du fromage à pâte cuite pressée. 

 

 

 

 

Lait pasteurisé à 80°C pendant 20 secondes 

 

Maturation à 42°C pendant 1h 

Ajout de CaCcl2 (2.5g/2L) 

Ajout de ferments lactiques 

Emprésurage 

Présure (t= 42°C) dose 
(0,06 g) 

Découpage et brassage 

 

Cuisson à 53°C pendant 45 
min 

EEB (t= 55°C) dose (2 ml) 

Cuisson à 60°C pendant 45 
min 

Soutirage de lactosérum 

Moulage et pressage 4h 

Saumurage (12° à 
 

Fromage frais à pâte pressée 
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IV.2.Analyses physico-chimique du fromage 

Cette analyse a comporté la mesure du pH, de l’acidité titrable, la détermination 

de la composition chimique des échantillons du fromage préparé à savoir l’extrait sec 

total et la matière grasse. 

 Le pH  

La mesure de pH du fromage réalisé est effectuée par l’emploi d’un pH-mètre, et 

cela par l’immersion de son électrode dans la croûte de l’échantillon de fromage. La 

valeur du pH est directement lue sur l’appareil. 

 

 Détermination de l’acidité 

2g de fromage sont ajoutés à 20 ml d’eau distillée, 5 à 6 gouttes de phénolphtaléine, 

préparée à 1% dans de l’éthanol absolu, sont ajoutées puis titrées par une solution 

d’hydroxyde de sodium, NaOH à0, 1 N jusqu’au virage de la couleur vers le rose clair  

(NF V04-206, 1969). 

 Expression des résultats : 

 

 

 

Avec :  

N : normalité de NaOH (mol/l). 

V : volume de NaOH titré (ml). 

100 : masse molaire de l’acide lactique (g/mol). 

20 : la quantité d’eau distille ajoutée à 2g de fromage frais (ml). 

 

 Détermination de la teneur en matière grasse  

La teneur en matière grasse du fromage est déterminée par l’utilisation de la méthode 

acido-Butyrométrique de Van Gulik (AFNOR, 1993) (Voir annexe03). Le principe de cette 

méthoderepose sur la dissolution de la matière protéique par acide sulfurique à chaud. La 

séparation de la matière grasse est obtenue par centrifugation dans un butyromètre de Van 

Gulik. Cette séparation est favorisée par l'addition d'une petite quantité d'alcool iso- amylique. 

 

D°= (N.V .100/20) 
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 Expression des résultats  

La teneur en matière grasse exprimé en gramme pour 100g de fromage est donnée par la 

formule suivante : 

 

Avec : 

A : la lecture faite à l’extrémité inférieure de la colonne de MG. 

B : la lecture faite à l’extrémité supérieure de la colonne de MG.  

 Détermination de l’extrait sec total 

L’extrait sec total a été déterminé par dessiccation de 5g d’échantillon à l’étuve à la 

température de 102±2°C. Cette teneur, exprimée en g de matière sèche pour 100g de fromage, 

est calculée selon la formule suivante. 

 

Avec : 

m : Poids d’une capsule après sa sortie de l’étuve. 

M : Poids d’une capsule avec 5g de l’échantillon émietté avant dessiccation àl’étuve. 

E : la masse en gramme de la prise d’échantillon (5g). 

 Détermination de l’extrait sec dégraissé (ESD)  

L’extrait sec dégraissé exprime la différence entre l’extrait sec total du produit et sa 

matière grasse. Il est donc déterminé par la formule suivante :  

 

 Détermination du rendement fromager 

Le rendement fromager ou le rendement de la transformation du lait en fromage 

est l’expression mathématique de la quantité de fromage obtenu à partir d’une quantité 

donnée de lait Vandewegh, (1997).Il est déterminé par la formule suivante :  

 

 

MG (%) = B-A 

EST (%)= (M-m). 100/E 

Rdt = 10 x ESD x Pds/V 

ESD(%) = (EST –MG) x 100 
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Avec : 

Rdt : Rendement fromager. 

ESD : Extrait sec dégraissé. 

Pds : Poids. 

V : Volume du lait mis en œuvre. 

IV.3.analyse microbiologique de fromage 

Objectif 

L'objectif des analyses microbiologiques est de rechercher ou de quantifier un certain 

nombre de micro-organismes, indicateurs d'un ou de plusieurs problèmes rencontrés lors 

du procédé de Fabrication ou susceptibles de présenter un risque pour la santé humaine lors 

de la mise sur le marché. 

IV .3.1.L’échantillonnage 

Introduire et diluer aseptiquement 25 grammes de produit à Analyser « fromage» dans 

un bocal stérile préalablement taré ou dans un sachet stérile de type « Stomacker » contenant 

au préalable 225 ml de diluant EPT (Eau Peptonée Tamponnée). 

Cette suspension constitue alors la dilution mère (DM) qui correspond donc aux dilutions 1/10 

ou 10-1. 

IV .3.2. Préparation des dilutions décimales  

• Introduire ensuite aseptiquement à l’aide d’une pipette en verre graduée et stérile 1ml de la 

DM, dans un tube à vis stérile contenant au préalable 9 ml du même diluant : cette dilution 

sera alors au 1/100 ou 10-2.  

•  Introduire par la suite 1ml de la dilution dans un tube à vis stérile contenant au préalable 9 

ml du même diluant : cette dilution est sera alors au 1/100 ou 10-3. 

• Introduire ensuite aseptiquement à l’aide d’une pipette en verre graduée et stérile, 1 ml de la 

dilution 10-3 dans un tube à vis stérile contenant au préalable 9 ml du même diluant : cette 

dilution est alors au 1/1000 ou 10-4. 
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                           Figure16: Schéma représente la préparation des dilutions. 

IV .3.4. Les germes recherchés pour cette denrée et leurs dénombrements  

 Les staphylococcus aureus (Voir annexe 04). 

 clostridium (Voir annexe 05). 

 les salmonelles (Voir annexe 06). 

 Les coliformes totaux (Voir annexe 07). 

La composition des milieux de culture (Voir annexe 08). 

IV.4.Analyse sensorielle du fromage 

L’objectif de cette analyse consiste à décrire les caractéristiques sensorielles du 

fromage fabriqué soit la texture, la couleur, goût du fromage provoquant des réactions 

plus ou moins vives d’acceptation ou de rejet.  

Le test de dégustation est mené sur deux (02) échantillons du fromage fabriqué (type  

de pâte pressée cuite) : 

 Le premier fabriqué avec la présure commerciale. 

 Le deuxième fabriqué à partir de l’extrait enzymatique brut de Bacillus 

amyloliquefaciens. 

L’épreuve consiste à présenter d’une manière anonyme l’ensemble des différents 

échantillons des fromages fabriqués à des personnes (8 à 10) qui devront les noter et 

ainsi exprimer leur préférence.  
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Une fiche de dégustation(Voir annexe 09), préparée suivant les objectifs du test de 

dégustation, comportant les caractères organoleptiques les plus importants dans 

l’appréciation de la qualité, a été mise à la disposition de chaque dégustateur. Chaque 

critère comporte une échelle de notation (score) commune de 0 à 6 : 

 0 = très mauvais. 

 6 = très bon. 

 3= limite d’acceptabilité. 

La différence statistique entre les lots est évaluée à l’aide du Quick Rank Test 

de KRAMER (Kramer, 1960) basé sur la somme des rangs(voir annexe 10).Le seuil 

de probabilité est de 5% (p = 0.05). 
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I. Caractérisation de l’extrait enzymatique brut (EEB)  

I.1. Caractère apparent de l’extrait enzymatique 

L’extrait enzymatique brut (EEB) obtenu est de couleur marron foncé. 

 

 

Figure 17 : Caractère apparent de l’extrait enzymatique. 

 

I.2. Activité coagulante de l’EEB 

Après l’extraction, l’activité coagulante de l’extrait enzymatique brut issue de 

Bacillus amylolequefaciens a été déterminée par les méthodes de Soxhlet et de 

Berridge. Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau 04. 

Tableau 04 : Activité coagulante de l’extrait enzymatique brut. 

 Activité coagulante 
(Up) 

 

Force coagulante 
(Us) 

EEB de Bacillus 
amyloliquefaciens  

 

0.41 UP/ml 100 
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L’activité coagulante de l’extrait enzymatique issue de Bacillus 

amyloliquefaciens est exprimée en force coagulant selon le principe de Soxhlet (décrit 

précédemment). 

La force coagulante de notre extrait brute est de 1/100 ce qui implique qu’un ml 

d’extrait enzymatique coagule 100ml de substrat de Berridge .De même notre activité 

coagulante est de l’ordre de 0.41 Up. (Voir tableau 05). 

Tableau 05 : Comparaison de l’AC de l’EEB aux autres AC des coagulases. 

Préparation 

enzymatique 

Unité 

présure 

(UP)/ml 

Force 

coagulante 

(F) US 

Références 

B. amylolique faciens  0.41 100  

ECD2 0,155 34,44 Cahiers Agricultures vol. 14, n° 5, 
septembre-octobre 2005. 

PBC 0,149 33,11 Cahiers Agricultures vol. 14, n° 5, 
septembre-octobre 2005 

Aspergillus Niger 0.373 82.88 Bensmail souhila 2012 

rhizomes de gingembre 5,88
 

1411.76 Yahia Mohammed zhor,yakhou 
Naima 2015 

Mucor pusillus 0.34 1200 Melle Nabila belhamiche 2005 

Pepsine de poulet* 15,08 ± 0,86 4559 ± 330 ADOUI Faiza.2005

F9 1.212 29.09 
REKIK chaynez 

         HADDADI hadjer. 2017 

Présure de poulet 323,62 ± 44,56 70815 ± 1865 ADOUI Faiza.2005 

D3 13.33 3200 ADOUI Faiza.2005 

D4 2.27 545.45 
 

Melle hamrani lamia. 2008 

 

ECD2 : extrait coagulant gastrique de dromadaire âgé de 2 ans ; PBC : présure bovine 

commerciale. 

*extrait enzymatique issu de pepsine de poulet issu de 100 g de pro ventricules par macération 

durant 3h à 25°C 

F9 : Bacillus subtilis ; D3 : EEB de poulet ; D4 : EEB de limon 
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Cette valeur est bien comparée aux activités de présure de poulet de référence 

et aux données bibliographiques relatives aux autres origines d’extraits enzymatiques, 

la force coagulante obtenue est trop faible (voir tableau05). Cependant cette 

comparaison n’est pas très significative étant donné que les préparations commerciales 

sont à l’état pur contrairement à l’extrait coagulant de notre souche Bacillus 

amylolequifaciens qui se trouve à l’état brut. 

Cette différence est due au milieu de culture ou de la fermentation. Ainsi, à ce 

stade expérimental, l’activité coagulante de l’extrait brut obtenue est relative puisque 

elle dépend de plusieurs facteurs telles que la présence de diverses substances 

indésirables, la nature des solvants utilisés, leurs pH, leurs forces ioniques…etc.  

I.3. Dosage des protéines totales de l’extrait enzymatique 
La teneur des fractions protéique isolées est estimée par dosage 

spectrométrique en utilisant la méthode de (Lowry ,1951) (Voir annexe 01) est de 

l’ordre 175 μg/ml. (0.175mg/ml).Les concentrations en protéines des extraits 

enzymatiques bruts sont déterminées par référence à un courbe étalon de BSA. (Voir 

figure 18). 

 

Figure 18 : Courbe étalon de sérum d’albumine bovin (BSA). 

        L’extrait coagulant brut à une composition mixte comprend des protéines 

enzymatique et non enzymatique. Lorsqu’on compare notre résultat avec le taux de 

protéine d’Extraits brut pepsine de bovin qui est 23,68 (mg/ml) et de l’extrait 

enzymatique brut de gingembre qui est 77.5 (mg/ml).on remarque que notre extrait 

ayant une faible teneur en protéine. 
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I.4. Activité protéolytique 

Le résultat de l’activité protéolytique est indiqué par le tableau  06  

Tableau 06 : comparaison d’activité protéolytique par d’autre souche microbienne et 

EEB de pepsine de bovin. 

 activité protéolytique 

DO660 

Référence 

EEB de Bacillus 

amyloliquefaciens 

0.522±0.001  

EEB de Bacillus subtilis 11.24±0.001 Isolement des souches bactériennes à 
partir du sol Productrices d’enzyme 
coagulant le lait (Caractérisation et 
purification de la protéase) 

Extraits brut pepsine de 

bovin 

0,68±0,07 Extraction, purification et caractérisation 

d’une enzyme protéolytique issue de 

caillettes de bovins adultes. Aptitudes 

technologiques des extraits 

 

 

Figure 19 : comparaison de l’activité protéolytique d’EEB de B. amyloliquefaciens. 

Dans notre étude, nous avons observé une forte activité protéolytique d’EEB 

est de l’ordre de 0.522.On se basant sur nos résultats nous pouvons constater que 

l’activité protéolytique de l’extrait enzymatique brut de Bacillus amyloliquefaciens est 
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largement inférieure à EEB de pepsine bovine et EEB de Bacillus subtilis. Ainsi, 

l’action de rupture de la liaison Phe105-Met106 de la caséine K par les aspartyl 

protéases comme l’EEB est semblable à celle de la chymosine et les autres protéases 

d’origine fongique et bactériennes (Sidrach et al., 2005). 

Ce phénomène est généralement indésirable en technologie laitière car il est à l’origine 

du développement d’amertume retrouvé dans les produits fromagers. 

Les enzymes d’origine bactériennes présentent une activité protéolytique trop élevée 

par comparaison à la présure dans les mêmes conditions de la coagulation de lait 

(Alais1984 ; Mahon et Brown 1985). 

I.5. Détermination de rapport  AC/AP  

L’indice AC/AP de l’extrait enzymatique à l’état brut de notre souche Bacillus 

amyloliquefaciens est de l’ordre de 0.796. Selon (Abdelfattah et al., 1974) et 

(Abderrahmane et al., 1990), le rapport de l’activité coagulante sur l’activité 

protéolytique (AC/AP), pour les préparations enzymatiques, représente un indice 

d’appréciation de la qualité des présures de remplacement par rapport à la présure de 

référence. Sa mesure permet de déterminer l’aptitude d’une préparation enzymatique 

à coaguler le lait au même titre que la présure. 

I.6.Les conditions optimales de l’activité coagulante (voir annexe11) 

I.6.1.Influence de la température sur l’activité coagulante 

 La détermination de la température optimale du lait sur l’activité coagulante 

de l’extrait enzymatique brut (EEB) de la souche Bacillus amyloliquefaciens a été 

étudiée à des températures allantes de 30°C à 85°C par un palier de 5°C.  

Les résultats rapportés dans la figure 20 indiquent que l’activité coagulante augmente 

avec l’élévation de la température pour atteindre son optimum au voisinage de 75°C 

(2.40± 0.36 Up/ml). Au-delà de 75°C on note une baisse rapide de l’activité 

coagulante, puis s’annule à 85°C (inhibition total de l’enzyme), cette température 

d’inhibition est similaire à celle obtenue avec la souche Bacillus subtilis LC33 

(Matoub, 2000). 
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Figure 20 : Influence de la température du lait sur l’activité coagulante de l’EEB. 

 L’augmentation significative de la température diminue le temps d’agrégation 

et augmente la vitesse d’organisation du caillé mais réduit sa fermeté (brulé et al., 

1997), ceci est observé sur un intervalle de 60°C à 70°C. Ce qui peut s’expliquer par 

une dénaturation partielle des protéines coagulantes de l’extrait lors de son adjonction 

à un lait chauffé à de hautes températures ou bien par la modification du lait par 

l’évaporation qui survient aux hautes températures (concentration du milieu) et à 

l’insolubilisation des sels, en particulier  ceux de CaCl2, ce qui compromet le bon 

déroulement de la coagulation (Morsli, 1996). 

La température optimale obtenue avec l’extrait enzymatique est identique à celle 

rapporté par la souche Bacillus licheniformis 5A5 (Ahmed et Helmy, 2012) et aussi 

proche de celle de Bacillus subtilis B1 (température optimale de 70°C), par Ding et 

al., (2011) mais différente de celle obtenue par présure (42°C-45°C), par (Mahaut et 

al., 2000). 

D’une manière générale, les enzymes d’origine microbienne se distinguent par des 

températures létales et d’activités optimales plus élevées. Cette propriété justifie 

l’emploi de ces enzymes dans la fabrication fromagère à base de laits pasteurisés où 

l’étape de refroidissement avant emprésurage ne serait plus nécessaire (Nouani et al., 

2009) 
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I.6.2. Influence du pH sur l’activité coagulante  

L’effet du pH du lait sur l’activité coagulante de l’extrait enzymatique brut a 

été établi dans un intervalle des pH allant de 5.7 à 8.1 avec un pallier de 0.2. 

L’observation de l’activité coagulante de l’extrait enzymatique n’a pu se faire qu’à 

partir d’un pH de 5.7, car en dessous de ce pH, le lait coagule avant l’addition de 

l’extrait enzymatique (coagulation acide).  

 

                Figure 21 : effet du pH sur l’activité coagulante de l’EEB. 

Comme le montre la figure 21, Le pH optimal d’hydrolyse de la caséine par 

l’EEB est de 5.7 avec une activité coagulante de 0.7±0.01 Up/ml. Au-delà de ce pH on 

observe une chute graduelle de l’activité coagulante, puis elle s’annule au pH de 8.1 

(inhibition totale de l’EEB). 

Nos résultats se rapprochent de ceux obtenus avec la présure et l’enzyme extraite à 

partir la souche Bacillus amyloliquefaciens D4.Selon He et al (2011), l’activité 

coagulante optimale de l’enzyme obtenue à partir de la souche Bacillus 

amyloliquefaciens D4 est à pH de 5.5, puis elle est inactivée à pH de 8. D’autre part, 

Mahaut et al., (2000) rapportent que le pH de la présure est compris entre 5.3 et 6.3, 

avec un optimum d’action de 5.8. Elle est inactivée à pH 7.5 et elle est complètements 

dénaturée à pH 8. 

L’abaissement du pH provoque la diminution du temps de coagulation (Mahaut et al., 

2000). Ce qui favorisera l’augmentation de la vitesse de raffermissement, et par suite 

une diminution de temps de raffermissement, ce qui est dû à une plus grande 

disponibilité de ca2+ (Mahaut et al., 2000).  
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I.6.3. Influence de la concentration en CaCl2 

Glantz et al., (2011) ont constaté que la concentration du calcium ionique dans 

le lait est corrélée avec les propriétés de sa gélification, où une concentration plus 

élevée en cet élément aboutit à des temps de gélification plus courts et une plus grande 

résistance et fermeté des gels. 

Pour étudier l’influence du calcium sur l’activité coagulante de la protéase de Bacillus 

amyloliquefaciens, le calcium a été ajouté au lait sous forme de chlorures de calcium 

CaCl2, tout en faisant varier la concentration de ce dernier de 10mM à 80mM.  

Les résultats illustrés par la figure 22 montrent que l’activité coagulante de la protéase 

croit avec la concentration en CaCl2 jusqu’à atteindre une valeur optimale de l’ordre 

de 40mM, au-delà de cette valeur, l’activité coagulante diminue par un effet inhibiteur 

de l’ion calcium. 

 

 

Figure 22 : Effet de la concentration en CaCl2 du lait sur l’activité coagulante. 

Dans une étude similaire sur la coagulase de Bacillus amyloliquefaciens 

,Talantikite et al., (2012) ont obtenu le même résultat. En outre, Ding et al., (2011) 

ont rapporté une activité optimale de 50mM pour la protéase Bacillus subtilis B1. 

Cependant, Garnot et Martin (1980) ont noté que l’activité optimale de la présure 

animale a été constatée pour une concentration en Cacl2 de l’ordre de 20mM. Par 

ailleurs dans une étude comparative entre la présure animale et l’extrait coagulant des 

fleurs de cardon (Zikiou, 2013), il a été montré que l’extrait coagulant des fleurs de 
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Cardon et la présure animale présentent une activité optimale à la même concentration 

de Cacl2 (20mM). Aussi, on peut conclure que les enzymes d’origine microbienne sont 

les plus sensibles à la baisse des concentrations en CaCl2. 

I.6.4. Influence de la concentration en extrait enzymatique brut 

L’activité des extraits coagulants, en fonction de la concentration en extrait, a 

été estimée en mesurant le temps de coagulation pour des concentrations variables en 

protéines de l’extrait 0.04 à 0.175 mg/ml. 

Les résultats représentés par la figure 23 montrent une augmentation progressive de 

l’activité coagulante au fur et à mesure de l’accroissement des concentrations de 

l’extrait. Cependant, dans l’intervalle de concentration testé, nous n’avons pas observé 

de pallier correspondant à une concentration saturante en enzyme. 

Abdellaoui (2007), a fait la même observation lors de son étude sur les protéases 

d’Aspergilus Niger. D’une manière générale, nos résultats concordent avec les travaux 

de Garnot et Martin (1980) et Sbodio et al.,(1997), qui ont montré que l’activité 

coagulante de la présure augmente progressivement en fonction de sa concentration. 

 

Figure 23 : Effet de la concentration en extrait enzymatique brut. 
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I.6.5.Etude de la stabilité de l’EEB 

1. Stabilité thermique de l’EEB 

L’influence de la température sur la stabilité thermique de l’extrait 

enzymatique brut a été étudiée en maintenant notre extrait à des températures variant 

dans l’intervalle de 30°C à 60°C. Le temps d’exposition est de 30 min.  

Les résultats illustrés par la figure 24, montrent une stabilité à 35°C avec une activité 

coagulante de 0.49±0.01 Up/ml, pour des températures supérieures à 35°C, cette 

activité diminue progressivement, puis s’annule à 60°C (inhibition totale des protéines 

enzymatique). Nouani et al., (2009), rapportent une température de stabilité maximale 

comprise entre 30°C et 40°C pour la présure commerciale et de 30°C à 50°C pour les 

protéases de Mucor pusillus pendant 30 min d’incubation.  

Cependant He et al., (2011), ont signalé une stabilité à 35°C pendant 60 min pour les 

coagulases de Bacillus amyloliquefaciens D4, elle est plus stable par rapport à notre 

coagulases étudiée mais elle est inhibée à 55°C pendant 20 min. Shieh et al., (2009), 

ont observé une stabilité à 55°C pendant 40 min pour la protéases de Bacillus subtilis 

natto puis elle est inhibée à 65°C pendant 30 min.  

 

Figure 24 : Stabilité thermique de l’extrait enzymatique brut après 30 min 
d’incubation. 

2. Stabilité au cours de la conservation à 4°C et -18°C  

Pour estimer le temps à la conservation de notre enzyme à l’état brut, cette 

dernière a été entreposée à la température de 4°C et -18°C pendant 40 jours de 
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stockage. A cet effet, la mesure de l’activité coagulante est effectuée périodiquement 

(chaque 10 jours).  

 

Figure 25 : Stabilité de l’extrait enzymatique brut au cours de la conservation. 

Les résultats, illustrés par la figure 25, indiquent une baisse significative de l’activité 

à partir du vingtième jour de conservation à +4° C et même à -18°C, et ce, jusqu’à 

atteindre une valeur d’activité inférieure à 0,25 Up. Au-delà de cette valeur, et jusqu’en 

fin de durée de conservation, l’activité coagulante de la protéase Bacillus 

amyloliquefaciens continue à baisser progressivement de la même manière quoique 

soit la température (+4°C, ou -18°C) à laquelle l’extrait enzymatique est soumis. Or, 

Belhamiche (2005) dans son étude sur Mucor pusillus a montré que l’activité de la 

coagulase reste stable au cours de la durée de stockage de plus de deux mois à –18° C. 

De même, Abdellaoui (2007), note que l’extrait enzymatique de Niger aspergillus est 

mieux conservé à -18°C qu’à 4°C.  

A partir de ces résultats obtenus dans la figure 25, on peut conclure, que l’enzyme de 

Bacillus amylolequifaciens est indifférente aux conditions de conservation 

(température) c’est-à-dire que son activité coagulante ne peut être affectée et 

déstabilisée que par la longueur de la durée de conservation. Par ailleurs, et comme 

l’activité coagulante ne reste stable que pour une courte durée de conservation (moins 

de 20 jours), on peut dire que l’enzyme coagulante extraite à partir de Bacillus 

amyloliquefaciens est peu stable durant la conservation dans nos conditions. 

II. Analyses physicochimiques du lait  

       Les résultats des analyses physico chimiques de lait obtenu à partir d’un appareil 

EKOMILK, sont indiqués dans le tableau 07 

Cet appareil permet la mesure par ultrasons à plusieurs avantages : 
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 Résultats affichés en moins de 90 sec ; sans besoin de la présence de l'opérateur 

et pour    10 paramètres différents. 

 Permet de faire un grand nombre de mesures. 

 Pas besoin de préparation, d'homogénéisation ou de chauffage des échantillons. 

 

Tableau 07 : Composition physico-chimique du lait utilisé dans la fabrication du 

fromage.  

 

Paramètres Valeur obtenue Normes (AFNOR) 
(1981) 

Acidité (D°) 17 14-18 

MG (g/l) 4.46 3,4-4.4  

Densité à 20°c 1.02 1,028-1,033 

Point de 
congélation 

-0,458 -0,520-0,550 

ESD (g/l) 79,04 62 

EST (g/l) 74,58 90 

pH 6,4 6,4-6,8 

 

 
 

Figure 26 : EKOMILK pour les analyses physico chimiques de lait  

         Le pH et l’acidité sont les deux paramètres clé qui nous renseignent sur la 

fraicheur et la stabilité du lait. 

 La valeur du pH du lait est de l’ordre de 6,4, cette valeur légèrement acide pourrait 

s’expliquer par la teneur faible en caséines, par la nature d'alimentation ou par l’état 

physiologique de la femelle et elle est conforme à la norme (AFNOR, 1998). 



Partie III                                                                                                 résultats et discussions  

 

 

62

 D’après Gorban et Izzeldin, (1997), le pH et le goût du lait peuvent être affectées 

par l’alimentation et la disponibilité d’eau et le stade de lactation et de l’état sanitaire 

de la mamelle (Mathieu, 1998).  

         Selon Carole (2002), le pH dépendrait également de la présence de caséines et 

d’anions phosphoriques. Un faible changement de pH du côté acide à des effets 

importants sur l’équilibre des minéraux (formes solubles et insolubles) (Alais et 

Linden, 1997). 

 La valeur d’acidité calculée pour ces analyses (17 °D) est conforme aux normes 

AFNOR (1981) fixé entre 14-18. En effet Selon Mathieu (1998), le lait de vache en 

début de lactation présente une acidité titrable de 19°D à 20°D. 

L’étude réalisée par Aggad et al., (2009), a donné lieu à des acidités titrables des laits 

de mélange du même ordre de grandeur. Selon ces mêmes auteurs, ces similarités 

peuvent être liées au climat, au stade de lactation, à la saison et à la conduite d’élevage 

notamment l’alimentation et l’apport hydrique.     

L’acidité du lait peut être un indicateur de la qualité du lait au moment de la livraison 

car elle permet d’apprécier la qualité d’acide produit par les bactéries ou les éventuelles 

fraudes (Joffin, 1999). 

La valeur de la densité du lait analysé est conforme aux normes requise qui se situe 

entre 1,028 et 1,035. 

 La densité dépend directement de la teneur en matière sèche, liée fortement à la 

fréquence d’abreuvement. Ce qui explique la variabilité des valeurs entre les différents 

échantillons de laits analysés et entre celles citées dans la littérature (Siboukeur, 

2007). Donc la Densité du lait c’est un paramètre clé pour évaluer la qualité d’un lait. 

Un lait riche en matière grasse a une densité faible et inversement. 

Les résultats de l’analyse montrent que la teneur en extrait sec total est inférieure à la 

norme (74.58 g/L). 

Plusieurs auteurs ont montré que la variation de la teneur en extrait sec total était due 

à divers facteurs tels que la qualité de l'eau et sa quantité disponible pour les animaux 

(Khaskheli et al., 2005). La teneur en matière sèche du lait varie également en fonction 

du stade de lactation (Bengoumi et al., 1994 ; Khaskheli et al., 2005), des facteurs 

saisonniers, de l'environnement, du rang de lactation, du nombre de vêlages (Yagil, 

1982 ; Khaskheli et al., 2005). 

Par ailleurs, la teneur en extrait sec dégraissé d’échantillons du lait analysés semble 

supérieure à la norme AFNOR (62 g/l). 
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Un taux d’extrait sec dégraissé relativement élevé dû selon Havemose et al., (2004), 

à certains facteurs tels que : la saison, l’état sanitaire et l’alimentation. 

D’après Lederer (1983), un lait de très bonne qualité contient 40g/l de matière grasse, 

donc la teneur moyenne en matière grasse calculée présente une qualité moyenne, dans 

notre étude la valeur calculée de la matière grasse est un peu supérieure à la Norme 

donnée par le journal officiel qui situe entre (3,4 et 4,4 g/l).    

Cette richesse en matière grasse peut être due à la race bovine exploitée, et à des 

conditions d’élevage telles que le stade de lactation, l’alimentation, la traite (luquet, 

1985). 

 

III. Essai de fabrication d’un fromage à pâte pressée cuite 

   Afin d’évaluer la qualité des fromages obtenus avec l’EEB et avec la présure 

commerciale nous avons déterminé leurs caractéristiques physicochimiques, 

microbiologiques et sensorielles. 

III. 1. Analyses physicochimiques du fromage 

Nous avons fabriqué deux types de fromages à pâte pressée cuite référenciés 

comme suit : 

FEEB: fromage élaboré à partir de l’EEB. 

Fp : fromage élaboré à partir de la présure. 

Les résultats physicochimiques des deux fromages fabriqués comparé avec le 

fromage issu à partir d’une coagulation par l’extrait floral sont mentionnés dans le 

tableau 08 

 

Tableau08 : Résultats physicochimique des fromages obtenus. 

Paramètres Fp FEEB 

pH 5 ,10 5,34 

Acidité 17,1 10,8 

Matière grasse : MG (%) 28 24 

Extrait sec total : EST (%) 49,54 46,13 

Extrait sec dégraissé : ESD (%) 21,54 22,13 

Rapport Gras/Sec (%) 56,6 52,02 
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Les résultats des analyses physicochimiques indiquent que : 

 PH  

  Les résultats obtenus montrent que de FEEB sont légèrement élevée para port a 

pH de FP. Alor une y pas une différence comparable entre les deux type de fromage. 

Il est également un facteur important dans le contrôle de la croissance bactérienne 

dans le fromage. 

 Il s’avère important de noter que le pH est lie à la qualité du fromage : un pH de 

5.0 correspond à un fromage de bonne qualité, alors qu’un pH supérieur à 5.2 

correspond à un fromage qui se détériore plus rapidement qu’un pH plus bas (Alais, 

1984) 

 Acidité et matière grasse  

    L’utilisation de l’extrait enzymatique de Bacillus amyloliquefaciens   donne un 

fromage avec une acidité et une teneur en matière grasse qui sont faible comparables 

à celles trouvées dans le fromage à base de présure. Ceci d’ailleurs était confirmé par 

plusieurs auteurs qui ont rapporté dans leurs travaux que l’acidité et le taux de matière 

grasse des fromages ne dépendent que de la nature et de la composition initiale du lait 

utilisé pour la fabrication (Sousa et Malacata, 2002 ; Roseiro et al., 2003 ; Aquilanti, 

2011). Le taux de matière grasse du fromage dépend de la composition du lait mis en 

oeuvre, ainsi que la manière de coaguler le lait et de travailler le caillé. 

 Extrait sec totale  

Cependant, nous notons un faible taux d’extrait sec total de FEEB de Bacillus 

amyloliquefaciens Par rapport le fromage à base de présure. 

  Le taux de l’extrait sec varie d’un type de fromage à un autre, dans de larges 

limites, et dépend d’une part de la composition initiale du lait et d’autre part de la 

manière dont sont effectués la coagulation et l’égouttage. Ces paramètres déterminent 

le taux de l’extrait sec du fromage (Alais, 1984). 

 Extrait sec dégraissé  

Nous remarquons que ce rapport est plus légèrement élevé dans le cas du 

fromage obtenu par la coagulation avec l’extrait enzymatique de Bacillus 

amyloliquefaciens comparé à la présure. 
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 Rapport Matière Grasse/ Extrait sec total, 

Le rapport   Matière Grasse/ Extrait sec total, caractéristique importante des 

fromages. Il permet d’apprécier d’une façon précise la teneur en matière grasse dans 

100g d'extrait sec total (Veiisseyre, 1975). Nous remarquons que notre rapport qui 

correspond à Fp est élevé en comparé avec FEEB. 

        

Figure 27 : Variation des teneurs en EST et ESD des deux types de fromage 

      

Figure 28 : Variation de la MG et MG/EST des deux types de fromages. 
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Le rapport Matière Grasse/ Extrait sec total, caractéristique importante des fromages.  

La figure28 montre que ce rapport est relativement faible pour le fromage EEB en comparant 

à celui élaboré par la présure commerciale. 

III.1.1. Rendement fromager 

Le rendement fromager est une des données les plus importantes pour une 

fromagerie. En effet, la quantité de fromage généralement obtenue est faible par 

rapport à la quantité d’ingrédients mis en œuvre (il faut environ 100 Kg de lait pour 

obtenir 10 à 12 kg de fromage). 

Selon la figure29 on constate une différence du rendement fromager entre les deux 

échantillons de fromage. Ce rendement semble plus important pour le fromage 

préparé avec l’EEB (42,11%) par rapport à celui fait à base de la présure (31,74%). 

 

                  Figure29 : Rendement fromager des deux échantillons de fromage. 

Les facteurs influençant le rendement des fromages sont divers, tel que le 

traitement thermique, le salage (El-Gawad et Ahmed, 2011 ; J.Hardy, 1986), le 

pressage et la durée d’affinage (El-Gawad et Ahmed, 2011). 

fromage présure fromage EEB

rendement 31,74 42,11

31,74

42,11

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

Rendement fromager  



Partie III                                                                                                 résultats et discussions  

 

 

67

 

Figure 30 : Fromage fait à base d’EEB. 

 

Figure 31 : Fromage fait à base de la présure. 

III. 2. Analyses microbiologiques du fromage 

Les résultats des analyses microbiologiques des deux fromages étudiés sont 

mentionnés dans le tableau 09. 

Tableau 09 : Résultats des analyses microbiologiques des deux fromages selon les 

normes algériennes des fromages frais (J.O.R.A). 
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Flore Résultat Limites 

microbiologiques 

(ufc (1)/g ou ufc/ml) 

Coliformes totaux Absence de 

trouble 

3 x 102 

Coliformes thermo tolérants Absence de 

trouble 

30 

Salmonella Absence Absence 

Staphylococcus aureus Absence 3 x 102 

Clostridium sulfito-réducteur Absence Absence 

             Les analyses microbiologiques permettent de vérifier que le produit ne 

présente pas de risque pour la santé du consommateur, en tenant compte des conditions 

de conservation, des habitudes de consommation et des caractéristiques du produit. 

Il convient donc de s'assurer, par des tests microbiologiques que le produit va être sain 

et de bonne qualité. 

Notre analyse microbiologique a montré une absence totale des germes rechercher tel 

que : Les coliformes totaux et fécaux, staphylococcus aureus, salmonelles et 

Clostridium  

 Donc, notre produit est de qualité microbiologique satisfaisante concernant tous les 

germes recherché et ceci conformément à l'arrêté interministériel n°35 du 24/01/98 

du journal officiel.  

III. 3.Analyses sensorielles 

          L’évaluation sensorielle est un ensemble de techniques et de pratiques qui 

visent à mesurer et interpréter de façon systématique les perceptions de l’Homme 

(Kergoat, 2010). En effet, la qualité sensorielle des fromages dépend d’un grand 

nombre de facteurs, liés à la fois à la technologie de fabrication et aux caractéristiques 

chimiques et microbiologiques de la matière première (Coulon et al., 2005). 

Dans la présente étude, l’analyse sur la dégustation des fromages, en choisissant un 

panel de 10 dégustateurs. L’évaluation a été effectuée par le remplissage d’une fiche 

de dégustation établi sur les critères de couleur, d’odeur, Epaisseur de la pâte, 

homogénéité, salinité et dureté.  Les résultats des analyses des deux échantillons sont 
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représentés sous forme de tableau récapitulatif (voir tableau 10) et 

d’histogrammes :33-34-35-36-37-38, (Voir annexe 12). 

 Test de classement par rangs  

  Ce test a pour objectif de déterminer la mesure dans laquelle le consommateur 

accepte un produit. L'acceptation d'un produit alimentaire indique en général la 

consommation réelle de ce produit Les évaluations sensorielles des produits 

expérimentaux sont réalisées dans une salle au laboratoire microbiologique de la 

Faculté des sciences de la Nature et de la Vie- Université de Yahia farés Médéa. 

                       

Figure 32 : échantillons de fromages pour la dégustation (A : fromage à base d’EEB ; B : fromage à 
base de présure. 

Tableau 10 : Tableau récapitulatif des résultats de test de dégustations obtenus sur les 

Fromages élaborés. 

                   Fromage  
Caractère 

      F p F EEB 

 
MS SR MS SR 

Couleur 4.6 16 4.8 14 

Epaisseur de la pate 
 

5.1 17.5 5.7 12.5 

Homogénéité 
 

5.2 16 5.6 14 

L’odeur 
 

1.9 15.5 2.2 13.5 

La salinité 
 

3 16.5 2.8 13.5 

La dureté 
 

3.7 16.5 4.4 13.5 

MS : Moyenne des scores                               SR : Somme des rangs 

A  B
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Figure 33 : Histogramme des résultats des analyses de la couleur des fromages 
fabriqués. 

La différence observée est non significative dans l’intervalle 11-16 (zone entre les 
traits pleins). 

 

Sur le plan couleur et selon la somme des rangs (SR), aucune différence significative 

n’est observée entre les deux fromages faits à base présure et de EEB Toutefois, les 

moyennes des scores relevés pour les deux fromages se rapprochent les unes des 

autres et sont supérieur à limite acceptable. 

 

Figure 34 : Histogramme des résultats des analyses de la texture des fromages 
fabriqués. 

La différence observée est non significative dans l’intervalle 11-16 (zone entre les 
traits pleins). 
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Selon la somme des rangs (SR), le fromage à base de l’EEB se situe dans 

l’intervalle de signification [11,16] et pour le fromage à base de présure se situe au-

dessus de la limite supérieure de signification, il est donc statistiquement mauvais. 

Toutefois, les moyennes des scores relevés pour les deux fromages se rapprochent les 

unes des autres et sont supérieure à limite acceptable. 

 

 

 

Figure 35 : Histogramme des résultats des analyses de l’homogénéité des fromages 
fabriqués. La différence observée est non significative dans l’intervalle 11-16 (zone 

entre les traits pleins). 
 

La somme des rangs des deux fromages figure dans l’intervalle d’acceptabilité 11-16, 

cela signifie qu’il n’y a pas de différence significative d’homogénéité entre les deux 

fromages. De plus, les moyennes des scores données pour les deux types de fromage 

ne présentent pas une grande différence et sont inférieure à limite acceptable. 
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Figure 36 : Histogramme des résultats des analyses de l’odeur des fromages 
fabriqués. 

La différence observée est non significative dans l’intervalle 11-16 (zone entre les 
traits pleins). 

 
Sur le plan odeur, la somme des rangs des deux fromages se situe dans 

l’intervalle d’acceptabilité 11-16, cela signifie qu’il n’y a pas de différence 

significative en odeur entre les deux fromages. Toutefois, les moyennes des scores 

attribuées par les panélistes aux deux types de fromage sont égales et sont inferieure à 

limite acceptable. 

Figure37 : Histogramme des résultats des analyses de la salinité des fromages 
fabriqués. 

La différence observée est non significative dans l’intervalle 11-16 (zone entre les 
traits pleins). 
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Selon la somme des rangs (SR), le fromage à base de l’EEB se situe dans 

l’intervalle de signification [11,16]. Or, Le fromage présure, présente une somme des 

rangs (SR) supérieure à la limite acceptable, il est donc statistiquement mauvais. 

La moyenne des scores attribuée aux deux fromages (3 et 2.8) respectivement pour le 

fromage présure et le fromage EEB, permet de constater que la salinité est appréciée 

par l’ensemble des panélistes. 

Figure 38 : Histogramme des résultats des analyses de la dureté des fromages 
fabriqués. 

La différence observée est non significative dans l’intervalle 11-16 (zone entre les 
traits pleins). 

Sur le plan dureté et selon la somme des rangs (SR), aucune différence significative 

observée entre les deux fromages faits à base présure et de EEB.  

Les moyennes des scores relevés pour les deux fromages se rapprochent les unes des 

autres et sont supérieure à limite acceptable. 
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CONCLUSION 



 

 Conclusion 

 La pénurie mondiale en présure à susciter le développement de la recherche des 

nouveaux succédanés capables de coaguler le lait, tout en assurant de bons 

rendements fromagers. Dans cet objectif, la production de la protéase acide 

extracellulaire par la souche Bacillus amylolequifaciens isolée localement, sur un 

résidu agroalimentaire peu couteux fermenté par des cultures solides (SSF), a été 

optimisée de façon à obtenir la meilleure activité coagulante. 

 Les conditions de fermentation sur milieu solide (30g supplémenté de 2,5 g de 

lait écrémé dans 60ml de sulfate d'ammonium (NH4)2SO4 à 0,1% (poids/vol)) avec 

une durée d’incubation de 24 h à une température de 32 °C.  

          L’activité coagulante de l’extrait enzymatique brut a été déterminée par la 

méthode de Berridge, sur les conditions standards (35C° ; pH =6 ,4 ; 0,001 M de 

CaCl2), en outre l’activité protéolytique a été mesuré à l’aide d’un spectrophotomètre 

a une D.O de 660 nm. 

          Par ailleurs, L’extrait enzymatique brut est caractérisé par une activité 

coagulante de 0.416 Up, avec une activité protéolytique élevée de 0.522 DO660 et un 

indice AC/AP de 0.796. 

         D’autre part, Les paramètres influençant l’activité optimale de l’extrait 

enzymatique brut ont été déterminés. L’activité optimale a été observée à une 

température de 75°C, une concentration en CaCl2 de 0,08M et un pH de 5,5. 

         En effet, pour résoudre le problème causé par l’activité protéolytique élevée de 

L’EEB et inhiber totalement la protéolyse générale, nous avons orienté la fabrication 

vers un fromage de type pressé à pâte cuite. En effet, Le processus de fabrication 

appliqué permet par le moyen de la cuisson après le brassage du caillé d’inhiber 

l’activité protéolytique de l’enzyme et de réduire les pertes en rendement fromager. 

         Les résultats du rendement fromager montrent que le fromage préparé avec l’EEB 

(42.11%) est plus important par rapport à celui fait à base de la présure (31.74%). 
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         Les tests sensoriels des différents échantillons des fromages n’ont pas montré 

une différence significative entre ceux obtenus à partir de l’extrait enzymatique brut et 

la présure commerciale. 

A l’avenir, il serait opportun de compléter notre présent travail par d’autres 

études plus approfondies notamment : 

 Optimiser les paramètres de production de l’enzyme (pH, milieu de culture, Le 

substrat). 

 Optimiser les paramètres de l’activité enzymatique. 

 Optimiser les paramètres de la conservation. 

 Purifier l’enzyme par chromatographie échangeur d’ions. 

 Rechercher l’existence d’une enzyme extracellulaire ayant une activité coagulant. 

 Améliorer les performances de la souche par manipulation génétique. 
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 Annexe 01 

Protocole de l’activité coagulante : Berridge (1945) modifiée par collin et al 

Substrat     
 
Agitation                                               (15 mn/ agitateur magnétique) 

Repos                                                     (60 mn à température ambiante) 

Répartition                                             (10 ml par tube à essai) 

Incubation                                            (à 30°C au bain marie/ 15 mn) 

Addition de l’enzyme                            (à raison de 1 ml) 

Homogénéisation                               (Immédiate par agitation manuelle rapide) 

Trois retournements successifs après 30 Secondes de temps zéro 

L’observation de l’apparition des flocons correspond au temps De coagulation 

 

 Annexe 02 

Dosage des protéines totales (Lowry &al, 1951) 

 

1. Solutions : 

-Solution A  

Na2CO3…………………………………………………….…………......5g 

Eau distillée…………………………………………………………...100 ml 

-Solution B  

Cu SO4, 5 H2O ………...……………………………………………  0.5 g 

Les annexes 

(Lait écrémé en poudre lowheat 12 ± 0.02 g dissout 
dans 100 ml d’une solution aqueuse CaCl2 à 
0.01M)(1977). 
 



Tartrate double de Na et K ……………………………………... ………1 g 

Eau distillée …………………………………………………………. 100 ml 

-Solution C  

50 ml de la solution A + 2 ml de la solution B à préparer immédiatement. 

-Solution D  

NaOH (1 N) ……………………………………………………………. 4 g 

Eau distillée  ……………………………………………………….. 1000 ml 

- Solution E 

Réactif de Folin-Ciocalteau dilué ½ 

Mode opératoire 

 Courbe étalon. 

 Solution mère : BSA à raison de 200μg/ml dans l’eau distillée. 

 Solution étalon : A partir de la solution de sérum albumine bovine (BSA) mère 

à 200μg/ml, préparer des dilutions de concentrations croissantes : 25, 50, 75, 

150, 200μg/ml. 

 Le tube témoin contient 0,5 ml d’eau distillée. 

 Ajouter dans chaque tube 0,5 ml de la solution (D) puis 2,5ml de la solution 

(C). 

 Laisser reposer pendant 10 mn. 

 Ajouter 0,5ml de la solution (E). 

 Incuber pendant 30 mn à l’obscurité. 

Une coloration bleue se développe correspondant à la réaction de cuivre. 

Lecture : au spectrophotomètre à 750 nm contre un blanc. 

 

 



 Pour l’extrait enzymatique 

          On introduit 0,5 ml de la solution enzymatique dans un tube à essai et on suit 

les mêmes étapes. 

 Expression des résultats  

Un courbe étalon est tracé en portant sur l’axe des abscisses les concentrations en 

BSA des dilutions préalables préparées et sur l’axe des ordonnées les DO mesurées 

respectivement pour chaque dilution. 

La concentration en protéines inconnue X, est déterminée en portant la valeur de la 

DO correspondante sur l’axe des ordonnées qui est en suite projetées sur l’axe des 

abscisses. 

concentration en BSA 
μg/ml 

Do 

0 0 

25 0,11 

50 0,25 

75 0,5 

150 0,7 

200 0.91 
 

 

 Annexe 03 

1. Détermination de la teneur en matière grasse du fromage (méthode acido- 

butyrométrique de VAN GULIK ) 

Mode opératoire  

Trois grammes de l’échantillon sont broyés et introduits dans des godets en verre 

préalablement tarés.10ml de l’acide sulfurique sont ajoutés, puis le butyromètre est placé dans 

un bain marie à 65°C jusqu’à la dissolution totale du fromage. Le butyromètre est agité toutes 

les 5 minutes pendant la période de dissolution. 1ml de l’alcool iso-amylique est additionné. 



Enfin on centrifuge pendant 5 minutes dans une centrifugeuse (1200 tours/min).  

 

 

 

Butyromètre 

 

 

 

 Annexe 04 

Recherche et dénombrement des Staphylococcus aureus 

Recherche de Staphylococcus aureus par la méthode d’enrichissement au milieu 

de Giolliti Cantonii 

• Préparation du milieu d’enrichissement 

Au moment de l’emploi, ouvrir aseptiquement le milieu Giolliti Cantonii pour y ajouter 15 ml 

d’une solution de tellurite de potassium. Mélanger soigneusement, le milieu et alors prêt à 

l’emploi (sa composition et donnée en annexe1). 



• Ensemencement  

A partir de la dilution décimale retenue, porter aseptiquement 1 ml par dilution dans un tube 

stérile. Ajouter par la suite environ 15 ml de milieu d’enrichissement, bien mélanger, le milieu 

et l’inoculum. 

• Incubation  

L’incubation se fait à 37°C pendant 48 heures. 

• Lecture  

Seront considérés comme positifs, les tubes ayant viré noir. Pour s’assurer qu’il s’agit bien 

d’un développement de Staphylococcus. Les tubes feront l’objet d’un isolement sur gélose 

Chapman préalablement fondue, coulée en boites de pétri et bien séchées. Les boites de 

Chapman ainsi ensemencées seront incubé à leur tour à 37 c° pendant 24 à 48 heures après ce 

délai, repérer les colonies suspecte à savoir, les colonies de taille moyennes, lisses, brillantes, 

pigmentées en jaune et pourvue d’une catalase et coagulasse. 

 

 Annexe 05 

Dénombrement des spores des anaérobies sulfito-réducteurs (clostridium)  

 Chauffer les dilutions 10-1 et 10-2 à 80°C pendant 8-10 min puis refroidir les 

tubes immédiatement sous l’eau de robinet afin de détruire les formes 

végétatives et d’activer les Spores . 

 faire fondre la gélose Viande –Foie dans un bain marie à 100°C. 

 Ajouter une ampoule de l’alun de fer et une ampoule de sulfite de sodium au 

milieu préalablement refroidi à 45°C. 

 Couler 15 ml de la gélose dans les tubes contenant 1 ml d’inoculum de chaque 

dilution. 

 Homogénéiser parfaitement, par retournement complet tout en évitant 

l’incorporation d’air. 

 Refroidir dans un bain d’eau glacée et incuber à 37°C pendant 24 à 48 heures. 

• La lecture  

Procéder à la numération des colonies entourées d'un halo noir. 

 



 Annexe 06 

Dénombrement des salmonelles   

• Pré-enrichissement 

 Broyer 25 g de fromage dans 225 mL d’eau peptonée tamponnée à l’aide d’un 

ultra-turax désinfecté avec l’eau javellisée et rincée avec l’eau distillée stérile . 

 Incuber le mélange à 37°C pendant 18 h. 

• Enrichissement 

 Introduire 1 mL du mélange de pré- enrichissement dans 2 tubes de SFB (Sélénite F-

Broth). 

 mélanger la culture et incuber à 37°C pendant 24 h. 

 

• Isolement 

 Couler le milieu SS préalablement fondu et refroidi en boîtes de Petri stériles et 

laisser solidifier sur une surface froide. 

 Ensemencer en stries l’inoculum à partir des milieux d’enrichissement utilisés et 

incuber les cultures à 37°C pendant 24 à 48 heures. 

Les salmonelles forment généralement des colonies vertes ou bleutées avec ou sans centre 

noir mais une confirmation biochimique est obligatoire (état frais, mobilité, coloration de 

Gram, ensemencement d’un tube de kligler (TSI), ensemencement d’un tube de gélose 

nutritive incliné,…) 

 

 Annexe 07 

Recherche et dénombrement des Coliformes en milieu liquide   

 

 La technique en milieu liquide  

fait appel a deux tests consecutifs a savoir : 

 le test de presomption : réserve a la recherche des Coliformes totaux. 

 le test de confirmation : appelé encore test de Mac Kenzie et réserve a la recherche des 

Coliformes fécaux a partir des tubes positifs du test de présomption. 



 Test de présomption 

Preparer dans un portoir une serie de tubes contenant le milieu selectif (VBL) araison de trois 

tubes par dilution.A partir des dilutions decimales 10-3 a 10-1, porter aseptiquement 1 ml 

dans chacundes trois tubes correspondant a une dilution donnee.Chassez le gaz present 

eventuellement dans les cloches de Durham et bienmelanger le milieu et l’inoculum. 

• Incubation  

L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48 heures. 

• Lecture  

Sont considéres comme positifs les tubes présentant a la fois : 

 un dégagement gazeux (superieur au 1/10 de la hauteur de la cloche ). 

 un trouble microbien accompagne d’un virage du milieu au jaune (ce qui constituele 

temoin de la fermentation du lactose présent dans le milieu). 

Ces deux caractéres etant temoins de la fermentation du lactose dans les conditionsopératoires 

décrites. 

 Test de confirmation ou test de Mac Kenzie 

Les tubes de VBL trouves positifs lors du denombrement des Coliformes totaux 

feront l’objet d’un repiquage a l’aide d’une anse bouclee dans à la fois : 

 un tube de VBL muni d’une cloche . 

 un tube d’eau peptonee exempte d’indole. 

Chasser le gaz présent eventuellement dans les Cloches de Durham et bien mélanger le milieu 

et l’inoculum. 

• Incubation  

L’incubation se fait a 44°C pendant 24 heures. 

• Lecture  

Sont consideres comme positifs, les tubes presentant à la fois: 

 un dégagement gazeux dans les tubes de VBL. 

 un anneau rouge en surface, temoin de la production d’indole par EscherichiaColi aprés 

adjonction de 2 a 3 gouttes du réactif de Kovacs dans le tube d’eau peptonée exempte 

d’indole. 

 



 Annexe 08 

La Composition des milieux de culture 

1. Eau peptonée tamponnée (EPT) : PH=7,2 

 Peptone  ……………………………………20 g 

 Chlorure de Sodium………………………... 5 g 

 Phosphate disodique………………………...9 g 

 Phosphate monopotassique ……………….1,5 g 

 Eau distillée ……………………………1000 ml 

2.Bouillon SFB (Sélénite F-Broth) 

Digestion pancréatiques de caséine……………5 g 

Lactose ………………………………………..4 g 

Sélénite de sodium…………………………….4 g 

Phosphate de sodium ……………… .……...100 g 

3.Milieu SS 

Peptone pancréatique de viande ......................5,0 g 

Extrait de viande .............................................5,0 g 

Lactose ...........................................................10,0 g 

Sels biliaires........................................................8,5 g 

Citrate de sodium..............................................10,0 g 

Thiosulfate de sodium.........................................8,5 g 

 

 

 

 



4.Milieux de Culture DéshydratésGiolliti Cantonii 

Composition  (grammes/litre) 

Tryptone 10,0 

Extrait de viande de bœuf 5,0 

Extrait de levure 5,0 

Chlorure de lithium 5,0 

Mannitol 20,0 

Chlorure de sodium 5,0 

Glycocolle 1,2 

Pyruvate de sodium 3,0 

pH 6,9 ± 0,2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 Annexe 09 

 

 

 



 Annexe 10 

 

Table de Kramer (1960)  

 

 
Nombre de 

dégustateurs 

Nombre de fromages dégustés 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

3       3-9 3-11 3-13 4-14 4-16 4-18 5-19 5-21 
4   4-8 4-11 5-13 6-15 6-18 7-20 8-22 8-25 9-27 10-29 
5   5-11 6-14 7-17 8-20 9-23 10-26 11-29 13-31 14-34 15-37 
6 6-9 7-13 8-17 10-20 11-24 13-27 14-31 15-35 17-38 18-42 20-45 
7 7-11 9-15 11-19 12-24 14-28 16-32 18-36 20-40 21-45 23-49 25-53 
8 8-13 10-18 13-22 15-27 17-32 19-37 22-41 24-46 26-51 28-56 30-61 
9 10-14 12-20 15-25 17-31 20-36 23-41 25-47 28-52 31-57 33-63 36-68 
10 11-16 14-22 17-28 20-34 23-44 26-46 29-52 32-58 35-64 38-70 41-76 
11 12-18 16-24 19-31 13-37 26-44 30-50 34-56 37-63 40-70 44-76 47-83 
12 14-19 18-26 21-34 25-41 29-48 33-55 37-62 41-69 45-76 49-83 53-90 
13 15-21 19-29 24-36 28-44 32-52 37-59 41-67 45-75 50-82 54-90 58-98 
14 17-22 21-31 26-39 31-47 35-56 40-64 45-72 50-80 54-89 59-97 64-105 
15 18-24 23-35 28-42 33-51 38-60 44-68 49-77 54-86 59-95 65-103 70-112 
16 19-26 25-35 30-45 36-54 42-63 47-73 53-82 56-91 64-101 70-110 75-120 
17 21-27 27-37 33-47 39-57 45-67 51-77 57-87 62-98 69-107 75-117 81-127 
18 22-29 28-40 35-50 41-61 48-71 54-82 61-92 67-103 74-113 81-123 87-134 

 

Annexe 11 

Détermination des conditions optimales de l’activité coagulante 

Influence du pH 

pH Temps (s) UP 

5,5 460 0.22 

5,7 537 0.19 

5.9 520 0.193 

6.1 697 0.14 

6.3 905 0.11 

6.5 797 0.125 

6.7 1598 0.063 

 

 

 



Influence de la température 

Température (°c) Temps (s) UP 

30 1965 0.06 

35 1087 0.09 

40 563 0.18 

45 420 0.24 

50 220 0.45 

55 98 1.02 

60 109 0.92 

65 59 1.7 

70 56 1.8 

75 47 2.13 

80 46 2.17 

85 46 2.17 

 

Influence de la concentration en CaCl2 

[CaCL2] Temps (s) UP 

0.01 1265 0.08 

0.02 765 0.13 

0.03 487 0.2 

0.04 365 0.27 

0.05 322 0.31 

0.06 425 0.23 

0.07 198 0.5 

0.08 47 2.13 

 

 

 

 

 

 

 



 Annexe 12 

Couleur 

Panélistes 
 

F p F EEB 
score Rang Score  Rang 

1 3 2 5 1 
2 5 1 4 2 
3 4 2 5 1 
4 5 1.5 5 1.5 
5 6 1 4 2 
6 6 1 5 2 
7 2 2 3 1 
8 5 1.5 5 1.5 
9 5 2 6 1 
10 5 2 6 1 

Moyenne du score 4.6  4.8  
somme des rangs  16  14 

 

 

Epaisseur de la pate 

Panélistes F p F EEB 
score Rang Score  Rang 

1 5 2 6 1 
2 6 1.5 6 1.5 
3 5 1.5 5 1.5 
4 5 2 6 1 
5 5 2 6 1 
6 5 2 6 1 
7 6 1 5 2 
8 5 1.5 5 1.5 
9 5 2 6 1 
10 4 2 6 1 

Moyenne du score 5.1  5.7  
somme des rangs  17.5  12.5 

 

 

 

 

 

 



Homogénéité 

Panélistes F p F EEB 
score Rang Score  Rang 

1 6 1.5 6 1.5 
2 6 1.5 6 1.5 
3 5 1.5 5 1.5 
4 5 2 6 1 
5 6 1 5 2 
6 6 1 5 2 
7 4 2 5 1 
8 5 2 6 1 
9 3 2 6 1 
10 6 1.5 6 1.5 

Moyenne du score 5.2  5.6  
somme des rangs  16  14 

 

L’odeur 
Panélistes F p F EEB 

score Rang Score  Rang 
1 1 2 2 1 
2 4 1 2 2 
3 1 2 3 1 
4 1 1.5 1 1.5 
5 1 2 2 1 
6 2 1 1 2 
7 3 1.5 3 1.5 
8 2 2 3 1 
9 3 1.5 3 1.5 
10 1 1 1 1 

Moyenne du score 1.9  2.2  
somme des rangs  15.5  13.5 

La salinité 

Panélistes F p F EEB 
score Rang Score  Rang 

1 3 2 2 1 
2 4 1.5 4 1.5 
3 2 1 3 2 
4 5 1.5 5 1.5 
5 4 1.5 4 1.5 
6 3 2 2 1 
7 5 1.5 5 1.5 
8 1 1.5 1 1.5 
9 3 2 2 1 
10 3 2 2 1 

Moyenne du score 3.3  3  
somme des rangs  16.5  13.5 



La dureté 

Panélistes F p F EEB 
score Rang Score  Rang 

1 5 2 6 1 
2 2 2 5 1 
3 3 2 4 1 
4 4 1.5 4 1.5 
5 5 1 3 2 
6 2 2 6 1 
7 3 1 2 2 
8 4 2 5 1 
9 5 1.5 5 1.5 
10 4 1.5 4 1.5 

Moyenne du score 3.7  4.4  
somme des rangs  16.5  13 
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