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Résume

Résumé

Le développement de la production mondiale du fromage ces derni¢res décennies, ainsi que
leur demande accrus a accentu¢ les recherches de nouveaux succédanés de présure,
indépendantes des conditions économico politiques, mais aussi des conditions sociales ou
religieuses. L’étude que nous avons menée a porté sur I’évaluation des potentialités coagulantes
et protéolytiques d’une protéase, produite par la culture d’une souche isolée localement Bacillus
subtilis comparé a celle extraite a partir de fleur d’artichaut (Cynara scolymus). Dans un
premier temps, l'isolement et l'identification par biologie moléculaire ont été réalisés sur une
souche bactérienne, il s'agit de Bacillus subtilis BD17. Les propriétés biochimiques ont été
démontrées sur les fromages produits. L’évaluation de certaines caractéristiques des protéases
aréveélé des activités coagulantes importantes ; des activités protéolytiques faibles et des indices
AC/AP (Activité coagulante/Activité protéolytique) ¢€levés pour les protéases d’origine
microbienne et végétale. Les essais de fabrication de fromage type « pate pressée non cuite »
étaient menés a 1’échelle expérimentale avec les extraits enzymatiques bruts d’origine
microbienne et végétale et la présure commerciale, pour comparer les différents paramétres
physico-chimiques et sensoriels. Les résultats obtenus apres la comparaison des différents
¢échantillons montrent qu’il n’y a pas de différence significative en ce qui concerne les
parametres physicochimiques et le rendement fromager. L’évaluation sensorielle des fromages
a révélé une texture, une couleur et un gout satisfaisants pour chaque fromage. Cependant,
I’odeur du fromage fait a partir de I’EEBv (Extrait enzymatique brut végétale )est moins
appréciée en comparaison avec les autres fromages, probablement du a 1’odeur du végétal qui

a affecté la qualité du produit élaboreé.

Mots clés : présure ; protéase ; Bacillus subtilis ; Cynara scolymus ; fromage ; sensorielles.



Abstract

Abstract

The development of global cheese production in recent decades, along with the increased
demand for cheese, has intensified the search for new rennet substitutes that are independent of
economic and political conditions, as well as social or religious conditions. The study we
conducted focused on evaluating the coagulating and proteolytic potentials of a protease
produced by the culture of a locally isolated strain of Bacillus subtilis, compared to that
extracted from artichoke flower (Cynara scolymus). Initially, the isolation and identification
using molecular biology were performed on a bacterial strain, specifically Bacillus subtilis
BD17. The biochemical properties were demonstrated on the produced cheeses. The evaluation
of certain characteristics of the proteases revealed significant coagulating activities; low
proteolytic activities ; and high AC/AP indices (coagulating activities / proteolytic activities )
for the proteases of microbial and plant origin, respectively. The trials for making "uncooked
pressed cheese" were conducted on an experimental scale using crude enzyme extracts of
microbial and plant origin, as well as commercial rennet, to compare various physicochemical
and sensory parameters. The results obtained after comparing the different samples show that
there is no significant difference in terms of physicochemical parameters and cheese yield. The
sensory evaluation of the cheeses revealed a satisfactory texture, color, and taste for each
cheese. However, the smell of the cheese made from plant-based enzyme extract was less
appreciated compared to the other cheeses, likely due to the plant odor affecting the quality of
the final product.

Keywords : rennet ; protease ; Bacillus subtilis ; Cynara scolymus ; Cheese ; sensory
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Listes d’abréviations

AC : Activité coagulante.

AFNOR : Association Francaise de Normalisation.
AP : Activité protéolytique.

APs : Protéase aspartiques.

B.S.A : Sérum albumine bovine.

CCS : Comptage des cellules somatiques.
CFU/ml : Unité formatrice de colonie par millilitre.
DLC : Date limite de consommation.

DO : Densité optique.

EEB : Extrait enzymatique brut.

EEBm : Extrait enzymatique brut microbien.
EEBy : Extrait enzymatique brut végétale.
ESD : Extrait sec dégraissé.

EST : Extrait sec totale.

Fm : Fromage d’origine microbien.

Fp : Fromage d’origine présure commerciale
Fv : Fromage d’origine végétal.

GN : Gélose nutritive.

J.O: Journal officiel.

KDa: Kilodalton.

M : Mole.

MG : Matiere grasse.

mg/ml : milligramme par millilitre.

MS : Moyenne des scores.

N : Normalité.

nm : Nanometre.

P/V : Poids/volume.

PCA: Plate Count Agar.

PCR: Polymerase Chain Reaction.

Pds : Poids.



Listes d’abréviations

R:: Coefficient de corrélation.
Rdt : Rendement fromager.
SR : Sommes des rangs.

TCA : Acide trichloracétique.
trs/min : Tours/minute.

UP : Unité de Présure.

US : Unité Soxhlet.

UV : Ultra -violet.
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Introduction

La fabrication du fromage est un processus complexe qui repose largement sur 1'action
de la présure pour coaguler le lait et former le caillé¢ (Hosseini et Varidi, 2021 ; Bravo Bolivar
et al., 2023) Traditionnellement, la présure est une substance qui joue un role central en

catalysant la dégradation des caséines (Li et al., 2023).

La demande croissante de produits laitiers et de fromages a exacerbé la nécessité de
disposer de quantités suffisantes de coagulants naturels. Cependant, la disponibilité limitée de
la présure coagulante traditionelle d'origine animale pose un probléme. Non seulement la
présure est souvent coliteuse, mais sa consommation peut également étre restreinte pour des
raisons religieuses ou alimentaires. Cette réalité a incité 1'industrie a explorer de nouvelles
sources de protéases aux propriétés coagulantes pourraient étre obtenu a partir de microbes
comme les bactéries, les champignons (Kahlouche et Nouani, 2017) et de plantes (Harboe,
Broe et Qvist, 2010), suscitant ainsi un intérét croissant pour les substituts de présure

(Mazorra-Manzano et al., 2013 ; Liu et al., 2021).

Aujourd'hui, les micro-organismes sont largement reconnus comme une source de
protéases de haute qualité, lesquelles sont essentielles dans la fabrication de fromage. En effet,
ils représentent la principale source de production de ces enzymes. Contrairement aux protéases
obtenues a partir d'animaux et de plantes, celles produites par les micro-organismes offrent
plusieurs avantages économiques et techniques. En plus de leur accessibilité économique, les
micro-organismes se distinguent par leur remarquable diversité biochimique et la possibilité de
les manipuler génétiquement. Ces caractéristiques font des micro-organismes des candidats
privilégiés pour la production d'enzymes protéolytiques de qualité supérieure, répondant ainsi

aux besoins de l'industrie fromagére (Laxman et al., 2005).

De plus, certaines plantes contiennent des enzymes coagulantes, telles que les extraits
aqueux de fleurs de cardon Cynara scolymus, qui sont utilisés depuis des années comme
coagulant du lait dans la fabrication de fromages (Ben Amira et al., 2017). Cette diversité de
sources et de types d'enzymes souligne le large éventail de possibilités offertes par les protéases

végétales dans divers domaines biotechnologiques.

Les caractéristiques biochimiques attrayantes et le potentiel biotechnologique des

protéases végétales ont motivé la recherche visant a identifier ces enzymes chez diftérentes
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especes de plantes sauvages (Moreno-Hernandez er al, 2017). Alors que la plupart des
protéases purifiées a partir de plantes sont classées comme protéases aspartiques, des activités
de coagulation du lait ont également été observées chez les protéases a cystéine et a sérine

(Shah, Mir et Paray, 2014).

Au fil du temps, I’action harmonieuse et variable des enzymes et des microorganismes,
coordonnée au long de I’affinage ou de maturation du fromage et ses saveurs distinctives. Cette
métamorphose représente le passage d’un aliment a un produit compact, caractérisé par une
longue durée de conservation et avec une haute valeur nutritive qui répond aux besoins
nutritionnels fondamentaux, Il a été prouvé que le fromage, quel qu'il soit, était l'aliment le
plus riche en principes nutritifs(Ferreiro and Rodriguez-Otero, 2018 ; Zhi et al., 2018),
puisque, a poids égal, il est environ dix fois plus nourrissant que la meilleure viande de beeuf
en raison de sa richesse en protéines, mati¢re grasse, calcium, attirant ainsi l'attention de tous

les groupes d'age. (Collin, 2015).

Cette étude est censée démontrer l'intérét d'utiliser les deux extraits enzymatiques
d’origine microbienne et végétale ; examinés comme alternatives a la présure traditionnelle
dans la fabrication de fromages, ainsi que d'analyser les propriétés biochimiques et sensorielles

des fromages obtenus en comparaison avec ceux fabriqués a 1'aide de présure commerciale.
* Ce mémoire est décrit en deux parties :

Premier partie, une revue bibliographique générale aborde la présure ainsi que ses
alternatives d'origine végétale et microbienne. Les microorganismes impliqués dans la
production fromageres. Le fromage et ses compositions ; les différents types de fromage ;

I’origine de fromage ainsi que le processus de fabrication fromagere.

Une seconde partie qui énonce le matériel et les méthodes utilisés a fin d’atteindre les objectifs
de I’extraction et la caractérisation des enzymes coagulantes ainsi que les essais de la fabrication
fromagere. Cette partie se termine par 1’interprétation et la discussion des résultats obtenus.

Enfin, une conclusion générale résume l'ensemble du travail précédent.
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1. Présure
La présure est un extrait du quatriéme estomac (caillette ou sac de présure) des ruminants,

principalement des veaux et des bovins adultes, ayant la capacité de coaguler le lait par action
enzymatique. Les enzymes extraites de la caillette sont la chymosine méniale et la pepsine et
celles-ci sont produites dans les cellules glandulaires de la muqueuse. La présure est le nom
familier donné a l'enzyme extraite de 1'estomac qui coagule le lait. En raison de la disponibilité
limitée d'estomacs appropriés pour la production de présure et des pertes €conomiques
importantes résultant de I'abattage des jeunes veaux, les fromagers ont cherché d'autres moyens
de coaguler le lait (Aly, 2012), tels que extraits de certaines plantes, de microorganismes et de
différents ruminants tels que l'agneau et la chévre (Balabanova et Vlaseva, 2017) Les
propriétés rhéologiques et sensorielles du fromage sont liées a l'activité enzymatique(Ben
Amira et al., 2017) . Les substituts de présure doivent présenter une activité protéolytique
modérée pour garantir la qualité du produit, car une protéolyse excessive pourrait conduire a
une diminution du rendement lors du processus de fabrication du fromage. La dénaturation de
la k-caséine présente dans le lactosérum qui va provoquer un gotit amer dans le produit final.

(Fox, 2015)

La coagulation enzymatique du lait constitue une étape essentielle dans le processus de
fabrication du fromage, et son exécution repose sur l'action cruciale de la présure (Hosseini et
Varidi, 2021 ; Bravo Bolivar ef al.,, 2023). La présure et ses substituts appartiennent a la
famille des aspartyl protéases, agissant en tant qu'endopeptidases (Abdella, Ahmed et
Ibrahim, 2023). Cette substance, composée d'enzymes protéolytiques et lipolytiques telles que
la chymosine, la pepsine et la lipase, joue un role central en catalysant la dégradation des
caséines, spécifiquement au niveau de la K-caséine (Li et al., 2023). L'activité enzymatique de
la présure induit le clivage des protéines du lait, provoquant ainsi la déstabilisation des micelles
de caséine qui forment une matrice protéique tridimensionnelle connue sous le nom de caillg,

une composante fondamentale dans la production du fromage.

Ainsi, au-dela de son role fondamental dans la coagulation enzymatique du lait, la présure
émerge comme un ¢élément clé influencant la texture, la structure, et les caractéristiques
sensorielles distinctives des fromages due a la libération d'acides aminés pendant ce processus
enzymatique agit comme précurseurs pour des réactions cataboliques subséquentes qui donnant

lieu a la production de composés aromatique (Fox et al., 2017).
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En raison de son faible pouvoir protéolytique et de son efficacité élevée dans la coagulation du
lait, la chymosine est particuliérement bien adaptée a la production fromagere. Les substituts
les plus pertinents pour répondre aux exigences de la fabrication de fromage proviennent de
sources microbiennes, végétales et d'enzymes recombinantes. Actuellement, le marché propose
quatre types de présure : la présure de veau, la chymosine recombinante, la présure végétale et

la présure microbienne. (Shah, Mir et Paray, 2014)

2. Les composants de la présure

2.1. La chymosine

L'enzyme de coagulation du lait la plus spécifique est la chymosine, la chymosine est une
enzyme digestive protéolytique qui possede une activité de coagulation du lait élevée et une
faible activité protéolytique générale, Dérivée traditionnellement de la caillette des jeunes
veaux. Elle est synthétisée sous forme de prochymosine, activée sous 1’action du suc gastrique.
Qui est le principe actif de la présure, est un agent important de coagulation du lait utilisé¢ dans
la fabrication des fromages. (Luerce, 2014). Il clive la liaison Phe105-Met106 de la protéine
du lait k-caséine, Ce clivage par la chymosine divise le x-CN en para-k-CN et en
glycomacropeptide (GMP), réduit la stabilisation électrostatique et stérique des micelles de
cas€ine, initie ainsi l'agrégation des micelles de caséine et déclenche la coagulation du lait.
(Langholm Jensen et al., 2013 ; Li ef al., 2024). La protéolyse provoquée par la chymosine
lors de la fabrication et de I'affinage du fromage contribue a la texture, et indirectement a I'arome

et a la saveur du fromage Cheddar affiné. (Li et al., 2024).

La chymosine est une holoprotéine, de poids moléculaire de 40 kDa ; il coagule le lait de
manicre optimale a pH 6,0-6,4 et a 20-30°C dans une réaction en deux étapes, bien que le pH
optimal de l'enzyme soit d'environ 4 ; La température optimale pour la coagulation est environ
40°C ; il est inactivé a pH 7,5 et est dénaturé a pH 8. L’inactivation thermique a lieu deés 50°C,

elle est totale a 61°C. (Esteves et al., 2003).

Le génie génétique a été utilisée pour la production commerciale d'un produit a base de
chymosine pure a 100 % des microbes. Ce type de chymosine est souvent appelée chymosine
produite par fermentation. La chymosine fermentaire résulte le clonage du Gene de
prochymosine obtenu a partir de jeunes veaux est transféré via Intervention des plasmides

d'ADN dans les cellules microbiennes. Les microbes utilisés pour ce type de présure
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comprennent Micro-organismes non pathogeénes Escherichia coliK12, Kluyveromyces

marxianus var. lactis et Aspergillus niger var. Awamori. (Hui, 2006).

Cette approche représente une perspective prometteuse pour la création d'enzymes applicables

dans le secteur laitier.

Tableau 1 : Exemples de nouveaux produits a base de chymosine (Hui, 2006).

Nom du produit Entreprise et type
Américain pur Sanofi Bio-Industries Présure de veau purifiée par échange d'ions

Chy-max Fermentation Pfizer (maintenant Chr. Hansen) — a l'aide d'Escherichia coliK-12

Chymogene Chr. Fermentation Hansen - Utilisation d'Aspergillus niger var. Awamori
Fermentation Rhone-Poulenc (maintenant Danisco) - A 'aide d'4spergillus
ChymoStar
niger var. Awamori
Gist-BroGist-Brocades
Maxiren Fermentation—A l'aide de Kluyveromyces marxianus var. lactiscades
Fermentation—A l'aide de Kluyveromyces marxianus var. lactis

Il existe trois génétiques variantes de la chymosine, A, B et C, ou la variante B est le dominant
(fréquence allélique 50%) et le C variante la plus rare (10%) dans les extraits d'estomac bovin.
Un seul résidu d'acide aminé différencie la variante A de chymosine du variant B, alors qu'il n'y
a pas toujours des informations sur la séquence d'acides aminés primaires du la plus récente
variante C trouvée de la chymosine. Selon le dernier rapport, la chymosine A, avec 1'acide
aspartique en position 244, a une activité spécifique de coagulation du lait environ 50 % plus
¢levée que la chymosine B, qui a la glycine en position 244. Malgré la différence dans l'activité
spécifique de coagulation du lait entre les variantes A et B, elles sont toutes deux considérées

comme ont les mémes propriétés fromageres. (Andrén, 2011)

2.2. La pepsine

Enzyme protéolytique du suc gastrique rompant certaines liaisons peptidiques des protéines,
sécrété par les cellules glandulaires de l'estomac sous une forme inactive, le pepsinogene
(Dictionnaire médical de I’Académie de Médecine). La pepsine considérée comme identique
a la présure, a recu une attention considérable en remplacement de la présure dans la fabrication
du fromage (Emmons et al., 1971). L'acide chlorhydrique, qui est naturellement présent dans

les sucs digestifs, garantit l'activation du pepsinogeéne en pepsine de 36 kDa.(Osuna-Ruiz et
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al., 2023). La détermination de 1'activité de la pepsine est basée sur la méthode officielle ISO
11815. (EFSA Panel on Food Contact Materials, Enzymes and Processing Aids (CEP) et
al., 2023). Lors de l'ingestion d'aliments, la pepsine a pour effet de rompre les liaisons entre les

peptides et les protéines. Les polypeptides divisent ces derniers en petits morceaux.

A I’opposé de la chymosine, la pepsine posséde une activité protéolytique élevée et une faible
activité coagulante. D’aprés (Moschopoulou et al., 2006) pepsine est largement utilisé dans la
fabrication du fromage (Cheddar, Emmental...). La pepsine est relativement stable a des pH
compris entre 5 et 5,5. Son activité enzymatique est plus élevée entre pH 1 et 4 avec un
maximum vers 1,8 et varie selon la nature du substrat. (Miranda et al., 1989). Le pH
protéolytique général optimal de la pepsine a environ 2 , Comparée a la chymosine qui a son
pH protéolytique général optimal est 3,8, mais il a une activité spécifique élevée de coagulation
du lait au niveau pH du lait soit 6,7. l'activité de coagulation du lait de 1 mg de chymosine
correspond a celle de environ 5 mg de pepsine a pH 6,7. Comme c'est le cas pour toutes les
préparations enzymatiques, l'activité protéolytique de la présure est significativement
influencée par les facteurs environnementaux, en particulier le pH et la température. Son niveau
d'activité optimal se situe a pH 5,5 et a une température de 42°C. En dehors de ces valeurs,
l'activité diminue rapidement, atteignant zéro aux environs de 0°C et vers 65°C.(Andrén,

2011).

3. Autres enzymes coagulant le lait

Depuis 1961, la quantité de fromage produite dans le monde a augmenté. Mais comme
il y a moins d’estomacs de veau disponibles, il y a moins de présure disponible. Il y a environ
50 ans, l'offre d'enzymes coagulantes a commencé a ne plus répondre a la demande et
aujourd'hui, la présure de veau ne peut fournir que 20 a 30 % du total. Ainsi, la nécessité de
rechercher des alternatives a la présure de veau se fait sentir. En tant qu'alternatives a la présure
de veau, les enzymes de coagulation du lait animales, les enzymes d'origine végétale (Mazorra-
Manzano et al., 2013; Shi et al., 2019), et les enzymes d'origine microbiennes (Ahmed et al.,
2016 ; Zhang et al., 2019) se sont récemment révélées avoir une valeur commerciale
significative dans le processus de fabrication du fromage (Liu ef al., 2021 ; Wehaidy et al.,

2023).
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3.1. Les enzymes coagulantes d’origine végétale

Les protéases d'origine végétale constituent un substitut prometteur a la présure animale
dans la fabrication de fromages, d'aliments (tels que les produits laitiers innovants, les
attendrisseurs de viande et les hydrolysats de protéines) et de produits pharmaceutiques (tels

que les médicaments anti-inflammatoires et digestifs). (Fguiri et al., 2021).

Les enzymes coagulantes sont extraites par macération, de divers organes de plantes
supérieures. (Shah, Mir et Paray, 2014). Parmi ces espéces :on peut citer 1’ananas ananas
comosus (Catianeo et al., 1994 ; Lee et al., 1997) le figuier Ficus carica (Moodie ;5 2001 ;
Baeyens-Volant et al., 2015)et le papayer Carica papaya (Mitchel, Chaiken et Smith, 1970;
Adetunji et Salawu, 2008). Malheureusement, toutes ces enzymes ont été considérées comme
inadaptées car elles engendrent un fromage extrémement amer en raison de leur forte activité

protéolytique.(Mohamed Ahmed et al., 2009 ; Fguiri et al., 2021).

Une exception pour les extraits de fleurs de Genre Cynara et, en particulier, de Cynara
scolymus et de Cynara cardunculus qui contiennent une multiplicité de protéases aspartiques
de différentes formes moléculaires.(Llorente et al., 2014). En effet, les fleurs séchées du cardon
Cynara cardunculus ont été utilisées de maniere réussie pendant plusieurs siecles(Sarmento et
al., 2009).Les trois protéases aspartiques dans les extraits de C. cardunculus, initialement
nommée cynarase 1-3 (cyprosine B correspondante a la cynarase 3)(Sampaio, Pais et Fonseca,
2014), ont été identifiés comme glycoprotéines dimériques qui different par la taille de leur
sous-unités et I’activité de la coagulation du lait. D’une part, I’extrait de cette variété a été utilisé
pendant longtemps dans la production des fromages artisanaux de lait de brebis. (Abellan et
al., 2012 ; Ordiales et al., 2012) . D’autre part, cette coagulase est largement employée en
Portugal et en Espagne dans la préparation de certaines variétés de fromages traditionnels tels

que Serra da Estrela, La Serena et Los Pedroches...(Roseiro et al., 2003; Liburdi ez al., 2018).

Derniérement, on a observé un changement notable d'intérét vers les coagulants
provenant de légumes, comme les protéases, que I'on trouve dans différents tissus végétaux
comme les fleurs de cardon, les artichauts Cynara scolymus ( Sarmento et al., 2009 ; Llorente
et al., 2014) et les fleurs de Citrus aurantium .Ces tissus végétaux contiennent des enzymes
appelées protéases, qui ont la capacité d'hydrolyser les caséines du lait a différents niveaux de

pH et de température. (Nicosia et al., 2022).
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Pour ce qui concerne C. scolymus, 1’activité protéolytique maximale a pH 5,0 ainsi que
son inactivation par chauffage modéré, rendent cet extrait brut de protéase potentiellement utile

pour la production de fromage. (Chazarra et al., 2007 ; Garcia et al., 2015)

Une étude portant sur I'optimisation des conditions d'extraction d'une protéase a partir de
Cynara cardunculus, réalisée par (Ben Amira et al., 2017) a révélé que les conditions optimales
d'extraction, conduisant a une activité de coagulation du lait de (9,550 U.A.C/ml), étaient les
suivantes : temps de broyage de 30 secondes, pH de 3, temps d'extraction de 50 minutes et un
rapport solide/liquide de 15 g/100 ml. Sur le plan technologique, les résultats indiquent que
l'extrait de C. cardunculus présente une excellente efficacité sur le lait cru en termes de fermeté
du gel par rapport a la chymosine, ainsi qu'un bon temps de gélification. Par conséquent, la
présure optimisée de C. cardunculus pourrait €tre utilisée comme agent de coagulation du lait

efficace.

Récemment, au cours d'une étude portant sur une protéase extraite du fruit de tamarillo
(Cyphomandra betacea Cav.), il a été démontré que cette enzyme atteignait son activité
optimale a un pH de 11 et a une température de 60°C. Le séquencage a fortement suggéré que
la protéase appartient a la famille des protéases a sérine alcaline, similaire a la subtilisine. Cette

protéase issue du tamarillo a été nommée tamari line.(Li ef al., 2018).

En raison de leur activité protéolytique élevée, qui conduit a la génération de saveurs
ameres, de leur accessibilité et de leur facilité¢ de purification, les agents de coagulation du lait
issus de plantes utilisées dans l'industrie fromagere connaissent un intérét croissant. De plus, la
demande d’interdiction des aliments génétiquement modifiés et leur acceptation croissante
parmi les végétariens et certains groupes religieux sont favorisées par 1’utilisation de protéases

végétales dans la production de fromage.(Fguiri et al., 2021).

3.2.  Les enzymes coagulantes d’origine animale

Les enzymes coagulantes d’origine animale ou les protéases aspartiques gastriques sont
des enzymes protéolytiques retrouvées chez tous les organismes comme le chameau (Wangoh,
Farah et Puhan, 1993) ; les visceres de poissons (Osuna-Ruiz ; 2023). Les espéces porcine,
ovine, bovine, avicole et aquatique sont ses principales sources. (Benyahia Krid et Aissaoui
Zitoun, 2016). Ces enzymes démontrent une capacité comparable a induire la coagulation du
lait, transformant ainsi le lait liquide en une masse coagulée nécessaire a la formation du

fromage. De plus, leur activité protéolytique, la capacité a décomposer les protéines du lait en
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peptides et en acides aminés, est €également similaire a celle de la présure. Au niveau du tube
digestif, elles sont responsables de la digestion des protéines alimentaires par hydrolyse des

liaisons peptidiques. (Beckers, 2005).

Les protéases gastriques sont fréquemment utilisées comme enzymes de coagulation
animale ; La présure, composée principalement de chymosine ou de pepsine, est le type le plus
largement utilisé. Selon la Fédération internationale du lait, la « présure » est un terme utilisé
pour décrire un extrait coagulant obtenu a partir de la caillette de jeunes ruminants tués avant
leur sevrage. Il comporte deux fractions actives : la pepsine constitue une fraction mineure et
la chymosine constitue une fraction substantielle. Grace a son ciblage spécialisé des k-caséines,
l'activité protéolytique de la présure animale augmente la production de fromage tout en
diminuant les pertes de protéines lors de la coagulation. Le type de présure le plus utilisé pour
coaguler le lait destiné a la fabrication du fromage est la présure de veau. Il y a environ
cinquante ans, l'offre de présure animale a commencé a ne plus répondre a la demande.
Actuellement, seuls 20 a 30 % des besoins en présure des veaux peuvent &tre

satisfaits.(Hachana, Aloui et Fortina, 2021).

3.3.  Les enzymes coagulantes d’origine microbienne

Les recherches visant a trouver des substituts ont conduit au développement d'un certain
nombre de coagulants microbiens.(Garg et Johri, 1994). Les microorganismes sont une
excellente source de protéases, qui sont des enzymes responsables de la dégradation des
protéines en acides aminés. Les protéases sont largement utilisées dans diverses applications
industrielles telles que 1'alimentation, la production de biocarburants, la fabrication de produits
pharmaceutiques et chimiques, ainsi que dans le domaine de la recherche. Les micro-
organismes sont les principaux producteurs en raison de leurs avantages économiques et
techniques, outre leur diversit¢é biochimique et la possibilit¢ de manipulation
génétique.(Laxman et al., 2005 ; El-Tanboly ef al., 2013). Effet, les protéases d'origine
microbienne, et en particulier celles issues de microorganismes génétiquement modifiés, ont
démontré des performances prometteuses et positives. (Badgujar et Mahajan, 2014).
L'industrie fromagére a également montré beaucoup d'intérét pour la production réussie

d'enzymes coagulantes a partir de cultures microbiennes.(Hachana, Aloui et Fortina, 2021).

Il existe Beaucoup de protéases extracellulaires d'origine microbienne agissent de fagon

similaire que la chymosine et sont, en partie, adaptées a la production de fromage ; comme les
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protéases aspartiques produites par Rhizomucor miehei et Rhizomucor pusillus, qui ont une
structure tridimensionnelle similaire a la chymosine.(Hachana, Aloui et Fortina, 2021).
L’enzyme de Rhizomucor miehei est le coagulant microbien le plus couramment utilisé pour la
production fromagere et est disponible a différents degrés de thermo-stabilité et de pureté.

(Jacob, Jaros et Rohm, 2011).

En effet, la premiére génération de protéases fongiques a été confrontée a un
inconvénient majeur, a savoir une stabilité thermique élevée. Pour remédier a cette limitation,
des approches telles que les modifications chimiques (Smith, Billings et Yada, 1991) et les
techniques de génie génétique ont été employées pour réduire la stabilité thermique de ces
enzymes(Yamashita et al., 1994). Ces modifications ont ouvert la voie a la production réussie

de fromages affinés de haute qualité en utilisant des coagulants fongiques modifiés.
3.3.1. Enzymes d’origine bactérienne

La maturation du fromage peut étre accélérée par les enzymes de coagulation du lait microbiens
car ils ont une sélectivité¢ de substrat distincte et une activité protéolytique généralement plus
¢levée. (Sarwar, 2019).Des études ont permis de mettre en évidence les potentialités de
certaines bactéries a produire des coagulases. Ce sont surtout les genres Bacillus (Bacillus
subtilis, Bacillus coagulans, Bacillus licheniformis, Bacillus polymyxa) (Zhang, Qiao et
Zhang, 2021) et Pseudomonas qui ont ét¢ plus particulicrement explorés(Green, 1977).
Bacillus sp. P45, isolé de 1'intestin du poisson (Piaractus mesopotamicus) originaire du bassin
amazonien(Sirtori et al., 2006), produit une enzyme qui présente un grand potentiel pour
I'hydrolyse des protéines(Daroit, Corréa et Brandelli, 2009). Il a été démontré que l'ajout de
présure Bacillus subtilis K-26 au fromage cheddar accélére la formation d'acide, réduit la
quantité de protéines et de graisses et augmente la quantité d'azote soluble pendant le processus
d'affinage. Par rapport au fromage fabriqué avec de la chymosine de chameau recombinante, le
fromage Cheddar allégé a base de présure Rhizomucor miehei a démontré une protéolyse plus

rapide. (Sarwar, 2019).

Récemment, des souches de Bacillus non pathogenes ont démontré leur capacité a produire
efficacement des enzymes coagulantes de lait. Parmi celles-ci, on peut citer Bacillus
licheniformis 5AS5 (Ahmed et Helmy, 2012) , Bacillus subtilis natto (Wu et al., 2013),
Paenibacillus spp souche BD3526(Hang et al., 2016),Bacillus stearothermophilus(Ahmed et

10
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al., 2016), Bacillus subtilis MTCC 10422(Kumari Narwal et al., 2016), ainsi que Bacillus sp.
P45 (Lemes et al., 2016).

Dans une ¢étude menée par (Wehaidy et al., 2018) visant a améliorer la stabilité
thermique d'une coagulase produite par Bacillus subtilis KU710517 en la couplant de maniére
covalente a certains polysaccharides oxydés, ainsi qu'a évaluer le polysaccharide le plus
approprié pour la stabilisation des enzymes, les chercheurs ont observé que parmi tous les
conjugués, I'enzyme li¢e au polyéthyléne glycol (PEG) présentait la plus haute activité retenue
(551 U/mg de protéine) avec une activité récupérée de 95,3%. L'énergie d'activation de
l'enzyme conjuguée au PEG a été estimée a 24,56 KJ.mol-1, une valeur inférieure a celle de la

protéine native (29,27 KJ.mol-1).

Par ailleurs, l'optimisation des facteurs de production et la caractérisation d'une souche
bactérienne (Bacillus subtilis AU-2) isolée a partir de l'intestin de Tribolium castaneum,
réalisées par Patelet al., (2019) ont révélé une production significative de protéase (580 U/ml).
Cette production a été obtenue dans un milieu (g/L) composé de 10 g de tourteau de soja, 7,5 g
de glucose, 1,0 g de KH2POy4, 1,0 g de CaCl,, maintenu a un pH de 7,0, en utilisant une culture
discontinue a une vitesse de 60 tr/min et une température de 37 °C pendant 48 heures. La
purification de l'enzyme en trois étapes a conduit a une protéase purifiée 26,81 fois, atteignant
une activité spécifique de 22773 U/mg et une récupération de 34%. La protéase extracellulaire
purifiée de B. subtilis AU-2 présente une masse moléculaire de 38 kDa. Elle a ét¢ identifiée
comme une métallo-protéase, montrant une optimale activité a un pH de 7,5 et une température

de 40 °C.
3.3.2. Enzymes d’origine fongique

La plupart des coagulants microbiens couramment utilisés dans la fabrication du fromage

proviennent généralement de sources fongiques.(Law et Tamime, 2011).

Garg et Johri, (1994) ont identifi¢ plus de 100 sources microbiennes. Les protéases
microbiennes de Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus et Cryphonectria parasitica sont
actuellement obtenues. (Yegin et Dekker, 2013). Ils ont été construits pour permettre une
production a grande échelle en cours d’utilisé pour la publicité et dans la production de fromage.

(Jacob, Jaros et Rohm, 2011).

11
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Rhizomucor miehei produit la protéase aspartique, qui est le coagulant microbien le plus
fréquemment utilis¢ dans la production de fromage (Jacob, Jaros et Rohm, 2011). Cette

enzyme est thermolabile.

Cependant, de nombreuses recherches se sont concentrées sur la production, la purification
et la caractérisation des protéases générées par des souches spécifiques, qu'elles soient
bactériennes ou fongiques(Ozturkoglu-Budak et al., 2016). Ces études visent généralement a
évaluer le potentiel des enzymes pour des applications particuliéres. Dans le contexte des
applications laiti€res, les sources microbiennes sont examinées en vue de trouver des substituts

aux enzymes, en raison de leur stabilité accrue et de leur colit relativement inférieur.

En effet, plusieurs chercheurs ont indiqué I’efficacité des protéases d'origine fongique
dans le processus de coagulation du lait, notamment celles provenant de Mucor sp. Et
Rhizomucor sp. (Yegin et al., 2011 ; Leite Janior, Tribst et Cristianini, 2015) . Diverses
protéases aspartiques d'origine fongique ont été purifiées et caractérisées en tant que substituts
de présure (Mandujano-Gonzalez et al., 2016). Les enzymes de type pepsine comprennent
l'aspergillopepsine (aspergillopepsine I, EC3.4.23.18) chez les especes d'Aspergillus
(Vishwanatha, Appu Rao et Singh, 2009)et la rhizopuspepsine (EC3.4.23.21) pour les especes
de Rhizopus (Kumar et al., 2005). Ces enzymes ont des poids moléculaires situés entre 30 et
50 kDa et présentent des résidus d'acide aspartique conservés sur le site actif (Mandujano-

Gonzalez et al., 2016).

Da Silva et al., (2017), lors d'une analyse approfondie des propriétés biochimiques de la
peptidase aspartique sécrétée par le champignon Phanerochaete chrysosporium, ont démontré
que cette coagulase présente des caractéristiques qui en font un candidat prometteur pour étre

utilisé dans la production de fromage.

4. Genre Bacillus

Cellules en forme de batonnet, droites ou légerement courbées, isolées ou par paires,
certaines en chaines, et parfois sous forme de longs filaments. Des endospores se forment, pas
plus d'une par cellule ; ces spores sont treés résistantes a de nombreuses conditions défavorables.
Gram positif, ou Gram positif uniquement dans les premiers stades de croissance, ou Gram
négatif. Le type de réticulation directe par la muréine Ameso-DAP est le plus courant, mais le
L-Lys-D-Glu, 1'Orn-D-Glu et le L-Orn-D-Asp ont parfois été rapportés. Aérobies ou anaérobies

facultatifs, mais quelques especes sont décrites comme strictement anaérobies. L'accepteur

12
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d'¢lectrons terminal est I'oxygeéne, remplagable par des alternatives chez certaines especes. La
plupart des especes se développent sur des milieux de routine tels que la gélose nutritive et la
gélose au sang. Morphologie et taille des colonies trés variables entre et au sein des especes.
Une grande diversité de capacités physiologiques est exposée, allant du psychrophile au
thermophile, et de I'acidophile a l'alcaliphile ; Certaines souches sont tolérantes au sel et d'autres
sont halophiles. La catalase est produite par la plupart des espéces. Oxydase positive. (Logan

et Vos, 2015)

La classification classique des bacilles se fait généralement en fonction de leur morphologie et

de la position de la spore, divisant ainsi ces organismes en trois groupes distincts :

Groupe | : Ce groupe comprend les bacilles a Gram positif, qui ont une spore centrale ou
terminale, sphérique ou ovoide, sans déformation de la cellule hote. 1l est subdivisé en deux

sous-groupes :

- Le sous-groupe IA, composé de bacilles ayant un diametre supérieur a 1 mm et contenant des
inclusions de poly-béta-hydroxybutyrate (tels que Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus

megaterium, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus thuringensis).

- Le sous-groupe 1B, qui rassemble des bacilles d'un diamétre inférieur & 1 mm et ne possédant
pas d'inclusions de poly-béta-hydroxybutyrate (par exemple Bacillus coagulans, Bacillus

firmus, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus...).

Groupe II : Ce groupe est constitu¢ d'espéces a Gram variable, caractérisées par une spore
ovoide, centrale ou terminale, qui déforme la cellule hote (comme Bacillus circulans, Bacillus

stearothermophilus).

Groupe III : Ce groupe se compose de bacilles a Gram variable présentant une spore sphérique,
déformante, terminale ou sub-terminale (par exemple Bacillus globisporus, Bacillus

insolitus...).

13
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Ces classifications sont essentielles pour étudier et comprendre la diversité des bacilles et leurs

caractéristiques morphologiques et physiologiques. (Logan et Vos, 2015)

Figurel:Observation microscopique apres la coloration de Gram (Lu, Guo et

Liu, 2018)

4.1. Intérét industriel

L'évolution significative du genre Bacillus dans le domaine de la production d'enzymes
industrielles découle des caractéristiques remarquables de ce groupe. Ces micro-organismes se
distinguent par leur facilit¢ de culture et leur adaptabilit¢ optimale aux exigences de
développement industriel. Leur potentiel génétique est particuliérement remarquable : ils sont
présents dans une diversité d'habitats et démontrent une variété de types trophiques, allant des
psychrophiles aux mésophiles, en passant par les thermophiles, les neutrophiles, les acidophiles

et les alcanophiles.

De plus, ils sécretent une quantité substantielle de protéines enzymatiques a l'extérieur de leurs
cellules. Notamment, ces enzymes exocellulaires appartiennent a la famille des hydrolases, qui
a connu un développement considérable pour ses applications industrielles, comprenant

notamment les amylases et les protéases. (Schallmey, Singh et Ward, 2004)
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5. Fromage

5.1. Définition

Selon le Codex Alimentarius(Codex Alimentaire,2013), le fromage est un produit affiné
ou non affiné, de consistance molle ou semi dure, dure dans lequel le rapport protéine de
lactosérum/caséine ne dépasse pas celui du lait (Carr et al., 2002), obtenu par coagulation
complete ou partielle des protéines du lait, du lait écrémé, du lait partiellement écrémé, de la
créme, de la créme de lactosérum ou du babeurre, grace a 1’action de la présure ou d’autre
agents coagulants appropries et par égouttage partiel du lactosérum résultant de cette

coagulation.(Guetouache et Guessas, 2015).

Le but de l'industrie fromagere est de transformer le lait en un produit d'utilisation
prolongée et de gotit différent grace a diverses actions microbiennes et enzymatiques (Leroy et

De Vuyst, 2004).

A I’échelle mondiale, il existe environ 1000 variétés de fromages différents(lrlinger et
Mounier, 2009). Les fromages sont des formes de conservation et de stockage ancestrales de
la matiére utile du lait dont les qualités nutritionnelles et organoleptiques sont trés appréciees
(Jeantet et al., 2008).

5.2.  Composition du fromage

Les fromages représentent un groupe alimentaire trés hétérogéne dont la constitution est
tres variable selon la qualité de la matiére premiéere utilisée ou selon la technique de fabrication
.Le fromage est tres riche de part de sa composition, en protéines, eau, peptides bioactifs, acides

aminés, lipides, acides gras, vitamines et minéraux (Walther et al., 2008)
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Tableau 2 :composition moyenne d’un fromage frais pour 100g de fromage (“Fromage frais

nature - Campagne de France - 100 g,” 2016)

Constituants Quantité en (g)
Glucide 07.70
Eau 80
Protéine 09.30
Calcium 80
Lipides 0
Sodium 40
Vitamine en Ul 170

5.3. Fabrication de fromage

La production de fromage consiste en l'assemblage des protéines du lait, principalement de la
caséine qui retient les autres composants, puis en l'assemblage de morceaux de caillé moulés.
Une circulation de la phase liquide liée a I'agglomération, qui comprend I'eau du lait et les
¢léments solubles, qui sont emprisonnés dans des pores avant d'étre libérés. Les trois étapes de
la fabrication sont la coagulation du lait (formation d'un gel de caséines), 1'égouttage
(déshydratation partielle du gel) qui donne lieu a un caill¢ et enfin le salage. Il s'agit de ces
étapes pour les fromages frais. Le reste des fromages subissent en plus une étape d’affinage, ce
sont les fromages affinés (Luquet, 1990).

5.3.1. Coagulation du lait

La coagulation du lait joue un role essentiel(Lenoir, 1985) pour la production du fromage, ce
processus correspond a une modification physico-chimique des micelles de caséine sous
I’action d’enzymes protéolytiques et/ou d’acide lactique. Celle-ci entraine la formation d’un
réseau protéique tridimensionnel appelé coagulum ou gel. Les mécanismes proposés dans la
formation du coagulum différent totalement selon que ces modifications sont induites par
acidification ou par actions d’enzymes coagulantes ou encore par I’action combinée des deux

(Gastaldi-Bouabid, 1994).
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*Coagulation par acidification

Composition de lait est aptitude a I’acidification par voie fermentaire. La capacité du lait
a s'acidifier par fermentation a l'aide de lactobacilles naturellement présents dans le lait et/ou
ajoutés volontairement sous forme de cultures encore appelées les bactéries lactiques qu’est une

condition préalable a la capacité du lait & coaguler par acidification (Ramet, 1993).

*Coagulation par les enzymes

Il 'y a un grand nombre d'enzymes protéolytiques, d'origine animale, végétales ou
microbienne, qui ont la propriété de coaguler le complexe caseique. Traditionnellement, le
coagulant de choix est la présure, dérivé de la caillette des jeunes ruminants nourris au lait, dont
le principal ingrédient actif est la chymosine mélangée avec la pepsine aussi des sources

fongiques telles que Rhizomucor meihei (Bennett et Johnston, 2004).

*Coagulation mixte

Elle résulte de 1’action conjuguée de la présure et de 1’acidification. Cette méthode est utilisée
pour I’obtention de fromages frais et de fromages a pate molle (camembert) (Mahaut et
al.,2000)

Dans les deux cas, apres formation de coagulum celui-ci s’exsude et se détache du lactosérum.
C’est la synérese du caillé ou égouttage. Ce phénomene de synérese est rapide pour le coagulum

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

L’égouttage du coagulum est un phénomene dynamique qui se fait de maniere
spontanée. Il conduit a la concentration de certains constituants du coagulum par phénoméne
physique de rétraction (synérese), qui s’accompagne de 1’expulsion passive du lactosérum li¢e
a la porosité et a la perméabilité du coagulum. L’évacuation du lactosérum conduit a la
formation du caillé (Colin-Schoellen, 1990; Mateo et al., 2009).1’¢limination du lactosérum
dépend du type de coagulation mis en jeu et sa porosité. Le coagulum lactique est plus
perméable tandis que les coagulums emprésurés doivent subir des actions mécaniques
(brassage, tranchage, pressage) et physique (cuisson) pour permettre leur égouttage (Everard
et al., 2008). La texture finale de la pate fromagere est directement liée aux mécanismes de

coagulation et de I’égouttage utilisés lors de la fabrication (Almena-Aliste et Mietton, 2014).
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5.3.3. Salage

Le salage est une étape indispensable a la fabrication des produits affinés. Il s’effectue
apres le démoulage et permet de compléter I’égouttage, de contribuer a la formation de la crotite
et au développement des propriétés sensorielles.

Cette opération permet aussi de diminuer 1’activité de 1’eau a I’intérieur du produit fini
(Schroeder et al., 1988; Mistry et Kasperson, 1998), car I'absorption du sel dans la matrice
fromagére engendre une migration des molécules d'eau vers la surface afin d'équilibrer la
pression osmotique entre la phase aqueuse de I'aliment et le milieu salé. De fagon générale, la
perte d'eau est de 2 a 2,5 fois plus grande que la quantité de sel absorbée (p/p).

Le salage du fromage est une étape qui conditionne 1’aspect et le gott futur du fromage.

Le sel joue un réle trés important dans le sens ou il :
-Confére son aspect et une grande partie de son aréme
-1l solidifie la crodte, ce qui permet au fromage de garder la forme
-1l a un effet régulateur des échanges entre la pate et I’atmosphére
-Le sel étant un conservateur naturel, il permet une meilleure conservation du fromage

-Les propriétés du sel permettent au fromage de lutter contre les microbes et les bactéries.

5.3.4. Affinage

C’est I’étape la plus complexe et la plus longue de la fabrication des fromages affinés qui
détermine les caractéristiques physico-chimiques et microbiologiques de chaque produit fini
(Bennett et Johnston, 2004). C’est un processus biochimique complexe et long qui
correspond a une phase de digestion enzymatique des constituants du caillé par les différents
agents d’affinage : les enzymes endogénes du lait, les enzymes coagulantes (présure, enzymes
microbiennes), microflore lactique originaire ou non, des levains, microflore non lactique et
la flore fongique. Ces diverses réactions biochimiques donneront les caractéristiques
organoleptiques et texturales du fromage (McSweeney, 2004). La durée d’affinage varie selon
le type du fromage, elle dure quelques semaines a deux ans ou plus, sous des conditions

appropriées pour chaque fabrication (Fox et al., 2005).
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6. D’origine de fromage
6.1. Fromages a base de coagulase d’origine végétale

L'évolution de la fabrication artisanale de fromages met en lumiére I'usage traditionnel
de divers extraits de plantes en tant que coagulants pour le lait, méme en présence d'une forte
activité protéolytique. (Jacob, Jaros et Rohm, 2011, Shah, Mir et Paray, 2014, (Ben Amira
et al., 2017) ; Les enzymes extraites des cardosines de Cynara cardunculus représentent un
exemple notable ayant abouti a la production commerciale de fromages, grace a leurs propriétés
distinctives de godt et de texture (Rooijen et al., 2008) Une variété de fromages confectionnés
a partir de diverses sources de lait et utilisant ces protéases végétales est désormais disponible
a I'échelle mondiale. L'Espagne et le Portugal sont particulierement actifs dans la production de
différentes variétés de fromages utilisant ces enzymes. (Roseiro et al., 2003 ; Chazarra et al.,
2007 ; Shah, Mir et Paray, 2014).

En raison du succeés rencontré par certaines enzymes dans la fabrication traditionnelle
de fromages a travers le monde, des expériences ont été menées au cours des dernieres
décennies pour créer dautres types de fromages. Des recherches portant sur les extraits de
Cynara cardunculus L. et de Cynara humilis L. ont révélé, en raison de leur composition
enzymatique similaire, que pratiquement toutes les propriétés rhéologiques étaient semblables
pour les deux coagulants. En comparaison avec la chymosine, ces derniers se sont avérés
Iégerement plus protéolytiques, ce qui a entrainé la formation d'un gel moins rigide. (Esteves,
Lucey et Pires, 2002).

Hashim et al. (2011) ont démontré I'impact de l'extrait de Zingiber officinale sur les
caractéristiques physico-chimiques, microbiologiques et sensorielles du fromage Peshawari,
élaboré a partir de lait de vache, en le comparant a celui obtenu avec de la présure. Seules les
concentrations en azote soluble et en humidité ont révélé des variations significatives. Le
fromage coagulé avec I'enzyme du Zingiber officinale a affiché des niveaux d’humidité plus bas
et des concentrations en azote soluble plus élevées par rapport a celui coagulé avec de la présure.
Aucune note d'amertume n'a été relevée dans le fromage fabriqué avec l'extrait de Zingiber
officinale.

Dans les pays méditerranéens, les fleurs de cardon Cynara cardunculus sont employées dans la
confection de fromages artisanaux traditionnels en raison de la présence de protéases
aspartiques (APs) dans ces plantes. Un coagulant issu de C. cardunculus est utilisé comme

présure dans la production de fromages a partir de laits de brebis et de chévres de haute qualité,
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tandis que les fromages elaborés a partir de lait de vache présentent souvent un godt

excessivement amer. (Meribai et al., 2017).

6.2. Fromages a base de coagulase d’origine microbienne

Lemes et al. (2016) Ils ont examine la capacité d'une protéase a coaguler le lait obtenu a
partir de Bacillus sp. P45 et ont utilisé cette enzyme pour fabriquer un fromage a la creme
enrichi en farine de chia et de quinoa. Le fromage développé avait une forte rétention d'eau (>
99,0%), ce qui entrainait une faible synérése. Les résultats montrent que le produit fabriqué a
I'aide de I'enzyme était en bonne santé et que ses caracteristiques technologiques démontrent
une grande stabilité et une viabilité du produit.

Dans une recherche portant sur la comparaison de I'impact de deux protéases fongiques,
I'une commercialisée (Rhizomucor spp) et l'autre produite en laboratoire (Thermomucor
indicae-seudaticae N31), sur la composition, le rendement et les caractéristiques sensorielles
du fromage de type "Prato". Aucun effet significatif n'a été observé par ces auteurs pour les
différents parameétres étudies entre les deux coagulants. Alves et al. (2013).

Tableau 3: d’origine des fromages

Fromage d’origine végétale Fromage d’origine bactérienne

Tofu(Zee et al., 1987) Gouda (Decadt et al., 2024)

Daiya(Dobson et Marangoni,

Feta (Gatzias et al., 2020)
2023)

Emmental (Pluta-Kubica ez al.,

2021)

Violife(Liu et al., 2023)

Tofutti (Coward et al., 2002) Cheddar (Mofredj et al., 2007)
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Figure 2: Etapes générales pour la fabrication de fromage (Robert ,2006)
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/. Différents types de fromages
a) Fromage frais
Les fromages frais se distinguent par leur processus d'égouttage lent, qui sont réalisés a partir
de laits ou de crémes qui sont adaptés a la consommation. Ils sont le fruit de la coagulation
lactique dominante du lait, qui associe souvent l'action des ferments lactiques a celle de la
présure. Ces fromages se distinguent par le fait qu'ils ne subissent pas d'affinage apres les étapes
d'égouttage et de moulage. La DLC de tous les fromages frais est de 24 jours(Mahaut et al.,
2000. Luquet et Corrieu, 2005).

Les produits de fromage frais comprennent une grande diversité en termes de teneur en
matiére grasse (allant de 0 a 60% par rapport a I'extrait sec), tandis que la matiére seche totale
dépasse les 15%. Il est essentiel qu'ils conservent une flore vivante lors de la vente au

consommateur (Luquet et Corrieu, 2005).

Figure 3: example d’un fromage frais (Feta))(“Product Focus Truth, Lies and Feta The
Cheese that Launched a (Trade) War,” 2009)

b) Fromage a pate pressée

e Fromages a pite pressé non cuit
Les fromages a pate pressée non cuite ou demi-ferme, qui sont affinés pendant une période
assez longue dans une atmosphere fraiche et trés humide, présentent une consistance dense et

une pate d'un jaune pale. Il est important que ces fromages ne soient ni desséchés, ni trop faibles,
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et que la pate pres de la crolite ne soit pas plus foncée. Ils renferment une humidité allant de 40

a 60 %.(Le Guide des aliments, 1999) .
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Figure 4: le reblochon (Plas, 2023)

o Fromages a pate pressé cuite

Les fromages a pate pressée cuite ou pate dure sont des fromages ou le caillé est chauffé a
une température de 65°C aprés le pressage. Ensuite, laissé a 1'épuration. Le mot "cuite" fait
référence a un fromage dont le caillé est chauffé lors de son tranchage. Lorsqu'il est chauffé a
environ 65°C, le lait ne détruit qu'une partie de la flore. Lorsqu'il est pasteurisé, le lait est
chauffé de 72 a 85°C pendant un maximum de 20 secondes, puis refroidi immédiatement a
4°C.La dégradation de la flore naturelle présente dans le lait entraine une nécessité¢ de
réensemencement en flore standardisée, ce qui peut étre bénéfique pour les industriels en leur

offrant un got et une texture régulieres (Majidi ,2009.)
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Figure 5: fromage Beaufort (Auboiron et Lansard,

1997)

c) Fromage a pate moelle

Le Codex Alimentarius (Codex Stan A-6-1978, révisé 1-1999, amendé 2001) définit
les fromages a pate molle comme étant tous les fromages dont la teneur en eau apres élimination
des matieres grasses dépasse 67 %. Ils sont des fromages affinés et dont la pate n'est ni cuite ni
pressée, produits a partir de lait pasteurisé ou de lait cru de cheévre, de vache ou de brebis. La
pate de ces fromages est généralement crémeuse et onctueuse, avec une légere €lasticité. Deux
types de crolite peuvent étre développés sur les fromages a pate molle, ce qui permet de diviser
cette famille en deux sous-familles : les pates molles a crofite fleurie et les pates molles a crotite

moyenne.
e Fromage de pate molle a croiite fleurie

II se distingue par une crotte blanche a dorée recouverte d'un duvet de moisissures blanc

et feutré appelé fleur qui se forme pendant l'affinage, ce qui lui donne son nom (crotte fleurie).

La présence du champignon Penicillium candidum a la surface des fromages en début d'affinage

explique cette duveteuse de la crofite. (Pradal, 2012) (par exemple camembert (Huynh, 2023)
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Figure6: le camembert (Huynh, 2023)

e Fromage de pate molle a croiite lavée

La pate molle a crolite lavée est fabriquée selon le méme principe que les pates molles
a crolite fleurie, a la différence que le caillé est coupé plus ou moins finement avant d'étre moulé.
Selon le degré de séchage, ce rompage facilite le déplacement du petit lait : la pate sera plus
étroite, plus compacte mais reste néanmoins moelleuse, coulante ou plus ferme. Pendant la
période d'affinage, qui dure de deux a quatre mois, le fromage est régulierement retourné, puis
brossé ou lavé avec une saumure additionnée de biere, d'hydromel, de vin ou d'eau de vie, ce
qui participe a la formation de ses différentes caractéristiques. Il dévoile des saveurs intenses

ou marquées, parfois intenses (Le Guide des aliments, 1999).

Figure 7: fromage saint-marcellin (Fromager, 2017)
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8.  Propriétés sensorielles et organoleptiques de fromage

Selon sa définition, 'analyse sensorielle implique 1'étude des caractéristiques gustatives
des produits a 1'aide des organes de sens. Les fromages possedent différentes caractéristiques
organoleptiques telles que leur apparence, leur texture et toutes les sensations olfacto-gustatives
(odeur, ardme, saveur et sensations trigéminales). La forme d'un fromage, sa teinte, son parfum,
sa texture, sa saveur, son ardme stimulent les sens tels que la vue, 'ouie, le toucher, 'odorat et
le gotit, entrainant des réactions plus ou moins intenses d'acceptation ou de rejet.(Bennett et
Johnston, 2004)

Une grande diversité de fromages est produite dans toutes les régions du globe. Les
fromages sont prisés en raison de leur importance nutritionnelle et de leur composition
alimentaire complexe et diversifiée. La qualité alimentaire des fromages est déterminée par les
caractéristiques sensorielles, qui sont principalement pergues par les sens humains lors de leur
consommation. On peut définir ces propriétés comme des caractéristiques visuelles, des
caractéristiques gustatives et des caractéristiques texturales (Drake et Delahunty, 2017).

Il est essentiel d'effectuer une évaluation sensorielle afin d'évaluer l'impact des
caractéristiques sensorielles sur la qualité¢ du fromage et son acceptabilité par le consommateur.
Toutefois, la complexité du fromage pose un véritable défi pour son appréciation sensorielle.
Dans ce chapitre, nous nous pencherons sur la facon dont les caractéristiques sensorielles sont
percues, les bénéfices et les désavantages des méthodes d'évaluation sensorielle(Irlinger et

Mounier, 2009)(Drake et Delahunty, 2017).

o Aspect

Les pigments liposolubles, notamment les caroténoides, sont responsables de la couleur
Odes produits laitiers tels que le beurre et le fromage. Ces pigments ne sont pas synthétisés par
les animaux, mais plutdt obtenus par le paturage des ruminants grace a la consommation de

diverses especes végétales(Martin et al., 2009)
o Arome

La fermentation lactique est a l'origine de 1'acidité de pratiquement tous les fromages. On peut
trouver les composés aromatiques des exemples de diacétyle produit par des bactéries dans la
formation d'aromes dans le fromage frais (Walstra et al., 2005).

L'odeur typique d'une variété de fromage est un melange complexe de substances chimiques

qui dégagent des odeurs et des saveurs. Quant a I'ardme, ce sont principalement des bacteéries,
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naturellement présentes dans le lait, qui en sont responsables ou qui sont ajoutées en tant que
culture bactérienne lors de la fabrication du fromage. La température et I'numidité durant la
période de maturation influencent les différents types de bactéries qui sont favorisés lors de la
maturation du fromage, ce qui entraine la production d'un mélange de substances

aromatiques.(Walther et al., 2008)

o Texteur

L’évaluation sensorielle des propriétés de la texture du fromage joue également un rdle
important dans ce domaine. Mordre dans un fromage et macher un morceau permet de se
prononcer par rapport a sa fermeté, sa friabilité ou son élasticité en bouche. (McSweeney,
2004).

Selon I’étude de Barcenas et al. (2005), I’analyse sensorielle est un outil important qui
permet la différenciation de fromages de différents laits et principalement ceux de l'appellation

protégée. Elle peut étre un moyen de classification des fromages.
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Lieu et période de travail

Les travaux de notre partie expérimentale (extraction des protéases microbienne et
végétale et I’isolement de la souche bactérienne) ont été effectués au sein de laboratoire de
microbiologie au niveau de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Yahia
Farés de Médéa pendant une période allant de mois de février jusqu’a mois de mai. Ainsi,
I’identification de la souche microbienne a été réalisée au niveau de 1’entreprise Life Gene
sciences de Sidi Bel Abbés. Les analyses physico-chimiques et microbiologiques du lait et des
différents échantillons du fromage fabriqués a base des extraits enzymatiques bruts d’origine
microbienne et végétale ont été effectués au sein de laboratoire de la laiterie Arib Ain Defla

pendant une période de dix jours.

l. Matériel biologique

1. Méthode d’isolement de la souche

Une souche isolée par 1’équipe de recherche du département de Sciences de la Nature et de
la Vie, Université Yahia Fares Médéa. La terre utilisée pour la recherche des microorganismes
a été prélevée a proximité de la laiterie Bousken commune de Beni Slimane Wilaya de Médéa
(c’est une terre qu’a été riche au lactosérum ).Une petite quantité de sol 10g a été mélangée
avec 90 ml d'eau physiologique stérile pendant 20 minutes pour obtenir une dilution initiale
(107"). On a effectué des dilutions en série pour chaque échantillon. On a étalé un échantillon
de 0,1 ml de la dilution appropriée a 10" sur un milieu d'agar de comptage de plaques (PCA)
contenant 2% (p/v) d'agent antifongique I’Amidase pour prévenir la croissance des

champignons et 12% (p/v) de lait écrémé en poudre stérile.

Les plaques ont été incubées a 30°C pendant 48h pour I'énumération de la protéase coagulant
le lait produisant une souche caséolytique par la présence d'un halo clair autour de la colonie.
Les colonies ayant des différences de morphologies distinctes telles que la couleur (technique
de Gram) (Annexel), la forme et la taille ont été sélectionnées et purifiées par rayures en
utilisant le méme milieu. Avant de préparer le stock, le pouvoir coagulant de tous les isolats a
été vérifié et examiné au microscope avant les préparations du stock. Les isolats bactériens
Gram positifs pré-identifiés comme Bacillus subtilis ont été purifiés et les souches sélectionnées

montrant une activité coagulante ont ét¢ maintenues par conservation sur gélose.
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Figure 8: prélevement d’un échantillon du sol a une profondeur de
10cm

2. Identification de la souche

La macroscopie et la microscopie ont été réalisées sur des boites de Petri contenant des plaques
d'agar PCA (Plate Count Agar) sur des colonies agées de 24 heures. Pour l'analyse de
séquencage, 'ADN génomique a été extrait de la souche parle kit d'extraction d'acides
nucléiques GF-1 (Vivantis Technologies Sdn Bhd, Selangor, DE, Malaisie) conformément aux

recommandations du fabricant. L'ADN isolé¢ a été conservé a 4 °C pour la PCR.

L'amplification de I'ADNTr 16S a été réalisée par une technique de PCR, en utilisant de ' ADN
polymérase Taq, 'ADN génomique comme modéle et des amorces universelles a 3 et

Sinversées.

Le mélange réactionnel de PCR contenait 50 pl de mélange maitre comprenant 1,25 U de Hot
Start Taq DNA Polymerase (Solis Biodyne, Estonie), 25-50 ng/pl de matrice d'ADN, 0,3 uM
de chaque amorce, 1,5 uM de MgCI2 (Chlorure de magnésium) (Solis Biodyne, Estonie), et de
l'eau distillée pour atteindre un volume de réaction de 50 pl. Le processus de PCR comprenait

les étapes suivantes :
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e Dénaturation initiale a 94 °C pendant 12 minutes.

e Dénaturation a 94 °C pendant 30 secondes.

e Hybridation a 55 °C pendant 30 secondes.

e Extension a 72 °C pendant 1 minute et 40 secondes.

Le processus d'amplification a été répété pour 30 cycles, suivi d'une extension finale a 72 °C
pendant 7 minutes. La PCR a été réalisée a l'aide d'un thermocycleur (iCycler Bio-Rad, USA).
La concentration d'ADN a ét¢ mesurée a l'aide d'un spectrophotometre Nanodrop

(NanoDropTM 2000, USA).

Apres la réaction de PCR, le produit de la PCR a été séparé en utilisant un gel d'agarose a 1,5
% (Sigma-Aldrich, USA) par électrophoreése sur gel d'agarose. Une échelle d'ADN de 100
paires de bases (Solis Biodyne, Estonie) a été utilisée comme marqueur de poids moléculaire
de I'ADN. L'¢lectrophorese a été réalisée a 80 V pendant 1 heure et 30 minutes. Le gel a ensuite
été visualisé sous lumiere UV aprés coloration avec Midori Green Advance (Nippon Genetics,

Japon) et examiné a I'aide d'un Trans illuminateur UV.

Les produits de PCR ont ét¢ séquencés par la technique de Sanger dans les conditions

optimisées par Gene Life Sciences.
3. Obtention de I’extrait enzymatique
» Revivification de la souche

La souche conservée a 04 °C sur un milieu gélose incliné a été repiquée sur les boites

de gélose nutritive et incubée a 30 °C pendant 24h.
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Figure 9: revivification de la souche

» Préparation de ’inoculum

La souche est activée par incubation a 30°C pendant 24 heures. Puis elle est submergée

de solution stérile d’eau physiologique (5 ml dans un tube a essai). A 1’aide d’une anse de

platine stérile, on gratte légerement la surface de la gélose nutritive afin de mettre en

suspension les bactéries. Ensuite, la suspension est ajustée au standard Mc Farland 5 a 1’aide

d’un spectrophotometre UV Visible, ce qui correspond a une densité optique (DO) de 0.9

nm a une longueur d’onde de 600 nm. Le 5 Mc Farland est équivalent a 15 x103CFU/ml.

Le nombre de bactéries est vérifié par un dénombrement sur milieu coulé (P.C.A) en boite

de pétri.

Tableau 4: Absorbance des différents MC Farland standard a 600 nm.

MC Farland
Standard 0.5 1 2 3 4
Absorbance
/ 0.08-0.1 0.257 0.451 0.582 0.669
A . Cell densit
pprox. Tl ensily / 1.5 3 6 9 12

(1 x 10° CFU/mL)
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3. Préparation et inoculation du milieu de culture

Le milieu de culture sélectionné pour la fermentation est un milieu semi-solide composé de son
de blé, comme recommandé par Rao et Mathur, (1975). Il favorise la synthése de protéases
extracellulaires et garantit une production ¢levée de métabolites. Il y a 50g/1 de son de blé, 3g/1
d'extrait de levure, 4g/1 de glucose, 2g/1 de caséine et 3g/l de Na,HPO4 dans ce milieu. On a
mentionné que le son de blé est un environnement parfait pour la production de protéase par les

microorganismes (Hang etal., 2016).

3.1.Méthode de préparation et d’inoculation du milieu de culture

On distribue le son du blé dans des Erlenmeyers de 250 ml en ajoutant 2,5 g de levure, 0,2
g de glucose, 0,1 g de caséine et 0,1 g de NaxHPO4 dans 50 ml d'eau distillée. Les erlenmeyers
sont enveloppés de coton cardé enveloppé dans un filet de gaze et recouverts de papier
aluminium (qui garantit une bonne étanchéité et résiste aux températures €élevées). Ensuite, ils
sont stérilisés a 1'autoclave a 120°C pendant 20 minutes, puis on insére 3 ml de 1'inoculum dans
chaque erlenmeyer. L'incubation se déroule a une température de 30°C pendant 24 heures, avec

une agitation moyenne de 110 tours/min (Poza etal., 2003).

3.2. Conditions de fermentation

Une recherche sur les conditions de fermentation de I'enzyme a été menée sur le terrain de
culture suggéré par Rao et Mathur, (1975) afin d'améliorer le temps de coagulation, il est
possible d'augmenter la concentration de l'extrait coagulant et de réduire le temps de
coagulation. Nous avons effectué six essais avec trois répétitions pour chaque essai dans le but

d'optimiser la quantité du son de bl¢ et le temps d’incubation.
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» Essain °1:2.5g de son du blé, temps d’incubation 24 h ;
» Essain °2:2.5g de son du blé, temps d’incubation 48 h ;
> Essain °3 :2.5g de son de blé, temps d’incubation 72h ;
> Essain °4 : 5g de son de blé, temps d’incubation 24h ;
> Essain °5: 5g de son de blé, temps d’incubation 48h ;

> Essain °6 : 5g de son de blé, temps d’incubation 72h ;

samsung Triple camera

Figure 10: fermentation au milieu semi-solide

4. Caractérisation de I’extrait enzymatique brut microbien (EEBn)
4.1. Extraction de ’enzyme coagulante

Pour obtenir I'extrait enzymatique brut, il est nécessaire de commencer par filtrer le contenu
des erlenmeyers incubés sur gaze dans une hote stérile, stockée sur un entonnoir. Ensuite, le

filtrat est soumis a une centrifugation a 4000 trs/min pendant une durée de 30 minutes a 4°C

(Rao et Mathur, 1975)
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Activation de la souche Bacillus
subtilis BD17

Incubation a 30°C pendant 24h

d
«

Préparation de I’inoculum de milieu de
culture

3ml de I’inoculum dans chaque
erlenmeyer

&
)l

A 4

Incubation a 30°C avec agitation
rotative

(110trs/min) pendant 24h

A 4

Filtration avec récupération du filtrat

Filtrat centrifugé a 4000trs/min

< pendant 30 min a 4 °C
v

Centrifugation

l

Obtention de I’EEB

Figure 11: Protocole d’obtention de 1’extrait enzymatique brut produit par la souche Bacillus
subtilis BD17
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Il.  Matériel végétal
1. Matiére premiére employée

Les capitules frais d'artichaut Cynara scolymus ont été utilisés pour extraire la cynarase (Figure
n°12). On a collecté les capitules de Cynara scolymus vers la fin du mois de février. L'artichaut
est un légume couramment cultivé pendant I'hiver, et il est largement consommeé, en particulier

dans le nord de I'Algérie.

Bractées

Fleurs

Figure 12: : Coupe schématique d’un capitule d’artichaut (Cynara scolymus)

2. Obtention et prétraitement des fleurs d’artichaut

Les capitules de Cynara scolymus (fleurs d’artichaut) récoltées en mois de février au niveau de
la région de Médéa (Médéa, Algérie). Elles sont séchées a 1'air libre Pendant 3 semaines, sur
une toile qui ne retient pas I'humidité, conformément a la méthode décrite par plusieurs auteurs,
dont l'un d'entre eux. (Tsouli, 1974), ensuite congelés a -18°C. Ce procédé permet aux
¢chantillons de maintenir leurs activités pendant un certain temps. Les fleurs présentes dans le
capitule peuvent étre récupérées en grande quantité dans les centres de restauration collective

ou mieux dans les conserveries d'artichaut, ce qui en fait des déchets d'épluchage du légume.
2.1. Extraction de I’enzyme brut végétal

Pour obtenir le systtme enzymatique des fleurs seches d'artichaut, diverses méthodes
d'extraction ont été utilisées et de nombreux protocoles ont été expliqués. Le protocole, appliqué
dans notre travail est celui décrit par Tsouli, (1974) et Laurent, (1974). L’extrait brut a été

préparé par broyage, a 1’aide d’un mortier, d'un échantillon de fleurs (10g) pris au hasard.
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Ensuite la macération a été faite dans 50 ml de tampon acétate de sodium 0,1 M (pH 5.,4),
additionné de 0,2% d’acide borique (Annexe 3) afin d’éviter ultérieurement toute prolifération
de microorganismes. Aprés macération, une centrifugation a 5000 trs/min pendant 15 min a été
réalisée, le surnageant qui en résulte a été filtré (papier Wattman n°1) et I’extrait brut de fleurs
d’artichaut ainsi obtenu est utilisé tel quel (Extrait enzymatique brut ou EEB). Ou bien purifié

pour des considérations analytiques. Le procédé est décrit dans le diagramme de la Figure n°13.

Fleur d’artichaut

Séchage a température ambiante pendant 3
semgines

v

Broyage dans une solution tampon

A4

Cong¢élation pendant 48h (-18c)

v

Déconggélation a température ambiante

'

Filtration sur gaz

v

Macération avec agitation douce pendant 1

l

Centrifugation du filtrat a 5.000tr/min
pendant 15min a 4°C

e ~a

Culot Surnacea

Filtration du surnageant sur papier
filtre

Ohtention d’extrait hrmit lianide

Figure 13: Etapes d’obtention de I’extrait enzymatique brut de Cynara scolymus.
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3. Mesure des activités enzymatiques (microbienne et végétal)

» Mesure de ’activité coagulante (AC)

La mesure de l'activité de coagulation du lait a été réalisée en suivant le protocole décrit par
Siboukeur, Mati et Hessas, (2005) ; Shieh, Phan Thi et Shih, (2009) avec des légeres
modifications. La poudre de lait écréme a été reconstituée en dissolvant 12g dans 100 de 0,5g/L
de solution de CaCl2 (pH 6,5) (substrat de Berridge) (Berridge, 1952) (Annexe 4). On a réalis¢
le test de coagulation en combinant 10ml de substrat avec Iml d'extrait enzymatique. Sa
fondation repose sur l'observation visuelle de 1'émergence des premiers flocons. L'activité de
coagulation est exprimée en unités Soxhlet (US).1US est défini comme la quantité d'enzyme de
coagulation dans 1 ml d'une solution contenant 0,12 g de lait écrémé en poudre et 0,11 g de
CaCl; a 35 °C pendant 40 min. L’activité coagulante a été calculée en utilisant la formule

suivante :

F (US) =2400xV/Txv

F : force coagulante ;

V : volume du lait a coaguler (10ml) ;

T : temps de coagulation du lait en secondes ;

v : volume de I’extrait enzymatique (1ml) ;

Le nombre ‘2400’ représente le temps standard du test (40 minutes) en secondes.
UP : unité présure

UP=10xV/TxQ

V : volume de substrat ;
T : temps de coagulation ;
Q : volume d’extrait enzymatique ;

F (US) = UP/0.0045
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12g du podre de
lait écrémé
""\‘

e
e

agitation

10 ml dans chague tube

100ml du substrat de Berridge
on ajoute 1ml du
I'éxtrait
enzymatique

Figure 14: schéma de la préparation de substrat de Berridge pour mesurer I’activité
coagulante de I’extrait enzymatique.

N.B : le tableau qui représente le test de coagulation du lait en utilisant le substrat de Berridge
pour calculer I’activité coagulante est donné en (AnnexeS).

» Mesure de I’activité protéolytique

L'activité protéolytique a été évaluée en utilisant la méthode mentionnée par Siboukeur, Mati
et Hessas, (2005) ; Shieh, Phan Thi et Shih, (2009) ; Silva et al., (2014) Le mélange
réactionnel est constitué¢ de 0,4 ml de tampon acétate 0,2mol/L a pH 5,5 et de 0,2 ml d'enzyme
brute. La réaction a été réalisée dans un bain a 35°C et a ét¢ arrétée apreés 30 minutes en
ajoutant 1 ml d'acide -trichloracétique 10% (TCA). 2 ml de filtrat ont été ajoutés a 5 ml de
solution de NaOH (0,28 N) et 1,5 ml de réactif phénolique (solution de Folin-Ciocalteau
phénol : eau =1 : 2). Une fois que le mélange a ét¢ conservé a 35°C pendant 15 minutes, la
densité optique (DO) a été mesurée a 660nm. On a mesuré l'activité protéolytique en utilisant

des unités correspondant a la DO de 660nm.
» Détermination de I’indice AC/AP

Selon Abdel-Fattah, ElI-Hawwary et Amr, (1974) le rapport entre 'activité coagulante et
l'activité protéolytique (AC/AP) dans les préparations enzymatiques est un indicateur de la
qualité des présures de substitution par rapport a celles initiales (Brutti et al. 2012). Grace a
cette mesure, on peut évaluer si une préparation enzymatique est capable de coaguler le lait de

la méme manicre que la présure.
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» Dosage des protéines totales de I’extrait enzymatique
Le dosage des protéines totales des extraits coagulants est réalisé selon la méthode de

Lowry (Lowry et al., 1951) (Annexe 6).

4. Détermination des conditions optimales de I’activité coagulante

L’activité coagulante du lait dépend fortement de plusieurs parameétres, notamment, la
température, le pH, concentration en CaCl> du lait et la concentration en enzyme. La mesure de
I’activité en fonction de ces différents parameétres est déterminée dans les conditions standards
du substrat de Berridge (35C, pH 6.4, CaCl» a 0.01M). L’activité coagulante est exprimée en
unité de présure (UP) dont la plus forte activité est celle qui correspond au temps de coagulation
le plus court. Pour I’évaluation de I’influence des différents parametres sur I’activité coagulante,

nous avons effectué¢ 3 mesures par essai.

5. Caractéristiques de ’extrait enzymatique
La caractérisation de 1’extrait enzymatique passe par la détermination des conditions optimales
de I’activité coagulante, cette derniére est susceptible d’étre modifiée par plusieurs facteurs en
particulier le pH, la concentration en CaCl; et la température.

e Influence de la température

La détermination de la température optimale d’action de 1’enzyme se fait par observation
du temps le plus court de coagulation du lait en variant les températures de 30°Ca 75°C par
palier de 5°C.

¢ Influence de la concentration en CaClz
La détermination de la concentration maximale en CaCl, de I’action de I’enzyme, se fait par
observation du temps de coagulation du lait le plus court en variant les concentrations en CaCl,
de 0,01M a 0,IM par palier de 0,01 M.

e Influence de la concentration en enzyme
La détermination de la concentration optimale en enzyme se fait par observation du temps de
coagulation du lait le plus court en variant les concentrations en enzyme de 0,3 al,53mg/ml par
palier de 0,2 mg/ml.

e Influence du pH
La détermination du pH optimum d’activité de I’extrait enzymatique se fait en

Mesurant le temps de coagulation en faisant varier le pH du lait de 5,2 a 7,2 par palier de 0,2.
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Il. Essai de fabrication du fromage a pate pressée non cuite par

I’utilisation de ’EEB (microbien et végétal)
1. Etapes de fabrication du fromage
L’essai de fabrication de fromage a pour objectif principal 1’étude des aptitudes a la coagulation
du lait de I’enzyme extraite en comparaison avec la présure commerciale. Cet essai a été
effectué au sein du laboratoire de microbiologie de I’entreprise Arib de Ain Defla.
Nous avons ¢élaboré trois types de fromage a pate pressée dans les mémes conditions se
différenciant par :
e Type 1 : coagulation par EEB végétal ; Fy
e Type 2 : coagulation par EEB microbien ; Fi,
e Type 3 : coagulation par présure commercial ; (la présure provient de FOOD MANIA)
Nous avons utilisé un volume total de lait de vache de 6 litres issu d’une ferme de la région
de Beni Attali de la willaya de Médéa. Celui-ci est subdivisé en trois bacs de 2 litres de
contenance. Le procédé de fabrication utilisé a été proposé par Fondation Itqan pour les métiers
d’avenir wilaya de Sétif.
e Préparation du lait
Avant la pasteurisation du lait, on a vérifié¢ certains parameétres comme le pH, l'acidité, la
densité, 'EST, I'ESD et le pourcentage de matieres grasses pour connaitre les parametres du lait
a utiliser dans la fabrication du fromage. (Annexe9)
La préparation du lait consiste a la pasteurisation du lait a 80°C pendant 20 secondes afin
d’éliminer tous les germes pathogenes. Apres refroidissement du lait a 42°C, on ajoute 2.5 gde
CaClzafin d’ensemencer le milieu avec les ferments lactique (mésophiles) qui intervient dans
I’affinage des fromages a pate pressée et d’amener le lait a son pH d’emprésurage.
1.1. Pasteurisation
C’est un traitement thermique du lait il permet I’élimination des germes pathogenes du
lait se fait a une température de 80°C jusqu'a 100°C pendant 20 secondes pour ne pas altérer
les propriétés organoleptiques du lait (Majdu, 2009). Apres refroidissement du lait a 42°C, on
ajoute 2.5 g de CaCla.
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Figure 16: pasteurisations du lait Figure 15: refroidissement du lait

2.2. Ensemencement du lait traité
La maturation du lait est réalisée par les ferments ou levains lactiques qui sont des cultures
pures en proportions définies de différentes bactéries lactiques qui se multiplient dans le lait et
dans les fromages, assurent deux fonctions essentielles :

Pour réduire le pH du milieu, il est nécessaire de convertir le lactose en acide lactique.
Effectuer une contribution aux caractéristiques organoleptiques des fromages en libérant les

enzymes.

2.3. Emprésurage

Cette étape est réalisée quand le pH est d’environ de 6.4 et a la température de 37°C pour
la présure et les EEB microbien et végétal. La dose des différents extraits coagulant additionnés
pour chaque deux litres de lait est calculée préalablement a partir de la force coagulante (F) de
chacun :

e F EEB=1/1288 ——>1a dose=1.5 ml/2] —=>temps de coagulation totale 45min

e FEEBn=1/2294 ——>la dose=0.87 ml/2] =——=>temps de coagulation totale 38min

e F Présure commerciale=1/50005>1a dose =1ml/2l =——> temps de coagulation totale

30min
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2.4. Egouttage et pressage
Presser le caillé¢ avec un tissu et I'égoutter sans perdre le caillé. Enfin, ce dernier a été
pressés avec des plaques solides pendant 5h a 7h pour augmenter l'extrait sec, faciliter

I'égouttage du lactosérum restant, et donner au fromage une bonne texture.

Figure 17: Egouttage (séparation entre le caillé et le lactosérum) (photo originale 2024)

2.4.Le salage

Une fois pressées, les morceaux de fromage sont immergés dans un bain de saumure (20
% de sel) entre 14 et 18°C pendant 48h. Le sel joue un triple role :

= [l compléte I’égouttage et contribuera ainsi a la formation de la crotte.

= 1l régle ’activité de I’eau en freinant le développement des microorganismes et en

régulant les activités enzymatiques.

= Il révele la saveur propre du fromage en influencant le goiit et en renforgant les ardmes.

(Mahaut, 2008).
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Figure 18: salage du fromage (photo originale 2024)

Lait pasteurisé a 80°C
pendant 20 secondes
Ajout de CaCl2
t (2.5g 721)
ajout des
i i ferments
Maturation Pendant
1h
Bac de Présure : Bac de Présure : Bac de Présure :
PH 6.4, PH 6.4, T=37°C, PH 6.4, T=37°C,
T=37°C, dose de I'EEBvV dosedela
dose de la 1.5ml présure :
EEBm :0.87ml 1ml

Découpage, brassage
Soutirage du lactosérum
Moulage et pressage (5h - 7h)
Saumurage (12°C-18°C /48h)

Figure 19: Etapes générales de la fabrication de fromage a pate pressée non cuite
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3. Analyses physico-chimiques du fromage

7

< Mesure de pH

La mesure de pH du fromage réalisé est effectuée par I’emploi d’un pH-métre, et cela
par I’'immersion de son ¢électrode dans la crotite de 1’échantillon de fromage. La valeur du pH
est directement lue sur I’appareil.

+ Détermination de ’acidité

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

préparée a 1% dans de 1’éthanol absolu, sont ajoutées puis titrées par une solution d’hydroxyde

de sodium, NaOH a0, 1 N jusqu’au virage de la couleur vers le rose clair

% Extrait sec total du fromage
Un échantillon de 1 g de fromage est soumis a une dessiccation a 105°C a I’aide d’un
dessiccateur muni d’une balance. L’extrait sec total est exprimé en pourcentage de la masse du

résidu.

Figure 20: mesure de 1’extrait sec total a 1’aide d’un dessiccateur
% Matiére grasse
La teneur en matiere grasse du fromage est déterminée par 1’utilisation de la méthode
acido-butyrométrie de Van Gulik (AFNOR, 1982) (Annexe 7).
% Extrait sec dégraissé (ESD)
L’extrait sec dégraissé exprime la différence entre 1’extrait sec total du produit et sa

matiere grasse. Il est donc déterminé par la formule suivante :
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ESD (%) = (EST - MG) x 100
¢ Rendement fromager

Le rendement fromager ou le rendement de la transformation du lait en fromage est
I’expression mathématique de la quantité¢ de fromage obtenu a partir d’une quantité donnée de
lait (souvent 100 L ou 100Kg) (Vandeweghe, 1987). 1l est déterminé par la formule suivante :

Rdt =10 x ESD x Pds/V

Rdt : Rendement fromager ;
ESD : Extrait sec dégraissé ;
Pds : Poids ;

V : Volume du lait mis en ceuvre ;

4. Analyse microbiologique du fromage
41. Objectif

L'objectif principal des analyses microbiologiques est d'assurer la sécurité sanitaire des
aliments en détectant et en dénombrant les micro-organismes pathogénes et d'altération. Ces
analyses permettent de controler les microorganismes indésirables dans les aliments, de valider
les procédés de fabrication, d'optimiser la durée de vie des produits, d'identifier les sources de

contamination, et de prévenir les risques pour la santé des consommateurs.

Le prélévement du fromage se fait a I’aide d’une spatule, nettoyé a 1’alcool dans les meilleures

conditions assurées par la flamme.

Les germes recherchés dans le fromage sont indiqués dans I’annexe 11

5. Analyses sensorielles du fromage
L’analyse sensorielle a pour but d’estimer les qualités organoleptiques du fromage, elle est
basée sur les appréciations de jury de dégustation. Les échantillons de fromage étaient

présentés en méme temps (codés par des lettres).

Le test de dégustation est mené sur trois (03) échantillons du fromage fabriqué (type pate
pressée non cuite) :

» Le premier fabriqué avec I’extrait enzymatique brut de Cynara scolymus

» Le deuxiéme fabriqué a partir de 1’extrait enzymatique brut de Bacillus subtilis.

» Le troisieme fabriqué a partir de présure commerciale.
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Le dégustateur doit se rincer la bouche en passant d’un fromage a un autre pour éliminer

le gotit du fromage précédent.

L’analyse statistique des résultats obtenus a ¢été réalisée selon la méthode de Kramer (1960).
Cette méthode est appréciée par le calcul de la moyenne des scores (notes attribuées par les 16
panélistes pour chaque échantillon de fromage) et la somme des rangs (classement selon le
score des différents fromages). La différence entre les différents fromages est jugée non

significative dans ’intervalle de rang total compris entre [25-35] au seuil de probabilité de 5%.
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1. Identification de la souche
2. Etude macro et microscopique

Tableau 5: 1’observation macro et microscopique

La souche Aspect _ Aspect Gram Largeur en
macroscopique microscopique mm
Corlr?arlleess slzcéges Petite Bacilles
Bacillus P pas de spore en + 6mm
bordures
, apparence
dentelées

Figure 21: (A) dégradation de caséine ; (B) : observation microscopique de la souche de
Bacillus subtilis BD17 (photo originale ; 2024)

La figure 21B montre que la souche isolée est une Bacille & Gram positif.

La souche a formé un halo transparent sur milieu le PCA additionné de 12% de lait (Figure21A)
cela signifie que la bactérie fait I’hydrolyse de la caséine donc elle posséde une activité

protéolytique.

47



Chapitre 111 : Résultats et Discussion

3. Teste catalase

Le test consiste a mettre des bactéries en quantité suffisante en contact de peroxyde
d'hydrogéne (H20.). Si elles possedent la catalase, elles dégradent le peroxyde d'hydrogene en

eau et dioxygene visible par la formation de bulles.

4. Identification moléculaire de la souche Bacillus subtilis BD17

L’identification de la souche par le produit de PCR séquencé par Gene Life Sciences. En
plus de l'identification biochimique et morphologique, le géne rARN 16S a été amplifié avec

succes a partir de 'ADN génomique de la souche BD17.

l. Résultats de I’extraction de I’extrait enzymatique d’origine

microbienne

1. Production d'enzyme coagulant le lait

a. Conditions de fermentation

D’aprés I’étude préalable entreprise sur les conditions de fermentation de la souche Bacillus
il s’est avéré que les conditions optimales sont : 5g de son du blé et un temps d’incubation de
72 h.
Donc nous avons opté pour ces conditions de fermentation pour la production de 1’extrait

enzymatique brut
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Tableau 6: Conditions optimales de fermentation de la souche Bacillus subtilis BD17.

Essai 2.59/24h 2.5¢/48h 2.59/72h 5g/24h 59/48h 59/72h

Tempsde  Absencede gsecondes 5secondes 4 secondes 2 secondes 1 seconde
coagulation coagulation

e Dr’apres le résultat obtenu, une incubation de 24h n’a donné aucune coagulation.
e L’essai n°06 (5g de son du blé /72h) a donné le temps de coagulation le plus meilleur.

De ce fait, on a opté pour cet essai pour la suite de notre expérimentation.

2. Caractérisation de I’extrait enzymatique brut
2.1. L’Activité coagulante de ’EEB

La force coagulante de I’extrait brut est de ’ordre de ce qui indique que 1Ld’extrait
enzymatique coagule de substrat de Berridge. Comparée aux activités de présure bovine de
référence et aux données bibliographiques relatives au genre Bacillus, la force coagulante
obtenue est relativement forte (Tableau 7), cette différence pourrait s’expliquer par les
conditions de fermentation.

Tableau 7: Comparaison de I’AC de I’EEB aux autre AC des coagulases du genre Bacillus et
de la présure bovine.

Effectivement, Ding et al. (2011) ont constaté que l'activité coagulante d'un extrait
enzymatique est soumise a l'influence de divers facteurs environnementaux, notamment la
concentration en glucose, la taille de I'inoculum, la durée d'incubation et le volume du milieu.
Cette constatation souligne la nécessité d'optimiser le milieu de culture.

Cette valeur est bien comparée aux activités coagulantes des autres souches. En effet, on
remarque que I’activité coagulante de notre souche est plus faible par rapport a celles trouvees
pour les souches Bacillus licheniformis BL312, Bacillus mojavensis P47M et Bacillus
amyloliquefaciens D4. En revanche, cette activité est beaucoup plus importante que celle
obtenue par (Shieh, Phan Thi et Shih, 2009) ;(Lemes et al., 2016) ; (Kumari Narwal et al.,
2016) et (Boumediene et al., 2021) pour la souche Bacillus sp. P45, Bacillus subtilis natto,
Bacillus subtilis MTCC 10422 et Bacillus velezensisFK6A respectivement (Tableau7).

2.2.  Activité protéolytique, indice AC/AP et teneur en protéine de PEEB

e Activité protéolytique et indice AC/AP microbienne
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Au cours de la coagulation du lait, il est important de connaitre le degré de protéolyse
des extraits enzymatiques coagulantes qu’elles soient animales, microbiennes ou végétales.
Une activité protéolytique trop ¢élevée est a 1’origine du développement d’amertume retrouvée
dans les produits fromagers.

Les résultats de ’activité protéolytique et le rapport AC/AP de I’EEBm sont indiqués par le
Tableau 08
Tableau 8: Activité protéolytique et rapport AC/AP de I’EEB.

Les resultats du tableau 8 montrent que 1’activité protéolytique obtenue par I’EEBm est faible
par rapport a I’EEB obtenue par Boumediene et al., (2021) (0.362). Par ailleurs, cette activité
est presque proche de celle obtenue par Bacillus mojavensis P47M (Kahlouche et Nouani,
2017) et celle obtenue par Mucor mucedo DSM 809(Yegin, Goksungur et Fernandez-
Lahore, 2012).
Le rapport de l'activité coagulante a l'activité protéolytique d’une enzyme est crucial pour
déterminer sa pertinence en tant que substitut de la présure (Abdel-Fattah et EI-Hawwary,
1974 ; Yegin, Goksungur et Fernandez-Lahore, 2012). Comparativement a la présure, I'EEB
présente un indice AC/AP plus élevé par rapport a celui obtenu par Boumediene et al., (2021),
ceci indique que I’activité protéolytique de I’EEB est faible. Par ailleurs, dans une étude
similaire portant sur la protéase dérivée de Bacillus subtilis, (Pant et al., 2015) ont noté une
activité protéolytique significative. Ces auteurs ont suggéré la possibilité de combiner cette
enzyme bactérienne avec la présure commerciale dans un rapport de 1 pour 1, afin d'améliorer
le rendement fromager.

e Teneur en protéine de PEEBm
La teneur en protéines de I’EEB déterminée par la méthode colorimétrique de Lowry et al,
(1951) (Annexe 5) est de I’ordre de 9.54 mg/ml. Dans des études similaires sur Bacillus
mojavensis P47M Kahlouche and Nouani, (2017) indiquent des concentrations en protéines
presque similaire par rapport a celle obtenue par I’EEB de notre souche. Et le résultat obtenu
par ’EEBm est faible par rapport a I’EEB obtenue par Kumari Narwal et al., (2016).

1. Résultats de ’extraction de I’extrait enzymatique d’origine végétale (EEBv)

1. Matiere premiere et extraction

Il est crucial de prendre en compte la nature de la matiére premiére a l'origine des

protéases coagulant le lait ou d'autres metabolites présentant un intérét technologique lors de la
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transition vers une production industrielle en vue du développement durable. Cette
considération permet d'évaluer les contraintes environnementales associées a ce processus.

L'extraction de I'enzyme cynarase est effectuée a partir des fleurs, également connues
sous le nom de capitule. L'optimisation du rapport masse entre le foin et la solution d'extraction
(Solution Acétate Tampon) est essentielle pour deux raisons principales : maximiser I'extraction
de I'enzyme tout en facilitant la macération du mélange. En effet, les fleurs séchées ont une
capacité d'absorption importante, ce qui peut rendre la macération du mélange difficile pour
I'opérateur. Ce phénomene est probablement di a la composition chimique des fleurs, qui
contiennent environ 36% de sucres et 37% de fibres (Site web : www.anses.fr). Ces
composants ont une forte capacité de rétention d'eau. Dans nos conditions expérimentales, le
mélange destiné a lI'extraction de I'enzyme brute consiste en 10 gramme de fleurs séchées pour
50 millilitres de solution tampon.

L'utilisation des capitules dans la coagulation des laits présente l'avantage d'une
extraction simple des enzymes en utilisant des solutions aqueuses non toxiques, ce qui est une
alternative économique par rapport aux systemes enzymatiques d'origine animale colteux
(Moschopoulou, 2006) ou microbienne (Kahlouche et Nouani, 2017). Cependant, sa
principale contrainte réside dans sa rareté, surtout pendant la saison hivernale en Algérie.
Malgré une production et une consommation domestique significatives, la collecte reste ardue
et I'approvisionnement en matiére premiere dépend largement du développement de l'industrie
de la conserve dans notre pays (Nouani et al., 2009)

L'extrait coagulant brut des fleurs d'artichaut présente une légere odeur prononcée et
une couleur brun foncé. En effet, la teinte brune de cet extrait enzymatique brut est attribuable
a la présence abondante de composés phénoliques dans l'artichaut Cette richesse en composés

phénoliques favorise le processus de brunissement enzymatique. (Nouani et al., 2009)

Tableau 9: Caractéres apparents de 1’extrait enzymatique brut.

Caractére apparent

Odeur Couleur
Extrait enzymatique brut
de Du végétal ,
L’artichaut (EEBv) . Brune foncee
Prononcée
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Figure 23: Caractére apparent de 1’extrait enzymatique brut.

2. Caractérisation de I’extrait enzymatique brut
2.1. L’Activité coagulante de ’EEBvV
Apres ’extraction, 1’activité coagulante de 1’extrait enzymatique brut issue des fleurs
d'artichaut a été déterminée par les méthodes de Soxhlet.
La force coagulante de I’extrait brut est de ’ordre de ce qui indique que 1L d’extrait
enzymatique coagule de substrat de Berridge.
Cette valeur est faible par rapport a celle de la présure commerciale, dont la force est
d'environ 1/10000. Paradoxalement, elle est plus élevée a celle observée par Boumediene,
(2021) pour I’extrait de la méme plante (127US) ; ainsi que la valeur obtenue pour EEBv
du notre expérience est plus importante par rapport a celle observé par Kahlouche et
Nouani, (2017) pour I’extrait coagulant de Tournesol (28.57 US).

Tableau 10: Activité coagulante de 1’extrait enzymatique brut des fleurs d’artichaut

Pour augmenter l'activité enzymatique, Tsouli (1979), I'un des chercheurs dans le
domaine des coagulases, a expérimenté diverses méthodes alternatives. Il a notamment utilisé
de l'alcool éthylique. Ses expériences ont impliqué plusieurs techniques d'extraction, en
modulant la température de broyage des fleurs, ainsi que l'utilisation de différentes variétés de

plantes a différents stades de développement. Les conclusions de ses recherches soulignent
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I'importance du stade de développement et de la variété végétale ; I'activité enzymatique est
plus élevée chez les variétés sauvages que chez les variétés cultivées.

En comparaison avec les résultats obtenus dans les études sur les présures végétales, la
valeur observée dans nos échantillons est plus importante celle rapportée pour I'extrait de fleurs
de Calotropis gigantea (couronne de fleurs) (Anusha et al., 2014). Ainsi, Park et al. (2000)
ont démontreé que la protéase aspartique purifiée a partir de Helianthus annuus, variété 1S-3311,
présente une activité coagulante quasiment insignifiante (20 ~ 10 U mg?, déterminée a 35°C
et pH 6,0). Une tendance similaire a été signalée par Egito et al. (2007) (5,8.10-3 et 39. 10-3 U
mg™), respectivement pour les graines d'Albizia lebbeck (bois noir des Bas) et Heliantus annus
(tournesol).

Il est évident que les protéases coagulant le lait, obtenues selon différents protocoles
d'extraction, peuvent produire des résultats contradictoires. Les variations dans l'activité
coagulante peuvent étre attribuées, d'une part, aux différences dans les procedés utilisés, ou la
composition chimique de chaque tampon peut influencer certains aspects du systéme
enzymatique des fleurs d'artichaut. En outre, de maniére générale, une teneur élevée en matiere
seche totale des extraits coagulants végétaux est souvent associée a une activité enzymatique
plus importante.

Cependant, exprimée en unité présure, notre extrait enzymatique présente une activité
coagulante d'environ, ce qui est relativement faible par rapport a celle rapportée par Mekhaneg

et al. (2018), qui est d'environ 11,1 £+ 0,2 UP pour présure animal.

Tableau 11: Comparaison de I’AC de ’EEBv aux autre AC des coagulases d’origine végétale

2.2.  Activité protéolytique de ’"EEBv

Lorsqu'on évalue l'activité protéolytique en mesurant I'absorbance des hydrolysats de
caséines a 660 nm induits par les extraits bruts Par exemple, avec un volume d'extrait
enzymatique de 0,2 ml, I'absorbance aprés incubation et catalyse est de 1,078, Cela suggere
que l'action de rupture de la liaison Phe105-Met106 de la caséine K par les aspartyl protéases,
comme celles présentes dans I'extrait d'artichaut, est similaire a celle de la chymosine et d'autres
protéases d'origine fongique et bactérienne (Sidrach et al., 2005). De plus, I'effet protéolytique
observé est comparable a celui des extraits de Cynara cardunculus, qui sont largement utilisés
dans la fabrication des fromages (Silva et al., 2002). Dans la littérature, il est noté que pour les
enzymes coagulantes d'origine végétale (telles que celles de I'artichaut et du figuier), l'activité

protéolytique est significativement plus élevée que celle de la présure commerciale.
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2.3.  Détermination du rapport AC/AP

La mesure de I'indice AC/AP permet de confirmer le pouvoir coagulant des succédanés
de la présure. Dans nos conditions expérimentales, I'indice AC/AP de I'extrait enzymatique brut
de protéase des fleurs d'artichaut a été évalué a 1194.8. En comparant cet indice a celui rapporté
par Brutti et al. (2012) pour différentes plantes (Tableau 12), il semble que la valeur obtenue
soit significative et confirme les capacités de cette espece a étre utilisée dans l'industrie

fromagere (Silva et al., 2002).

Tableau 12: Valeurs du rapport AC/AP des enzymes coagulant le lait de quelques plantes
(Brutti et al., 2012).

Espece végétale AC (UP/ml) AP (Ucas/ml) AC/AP
Onopordum
- 0.546 0.019 9.58
Cynara cardunculus 103.6 16.4 5.34
Bromelia balansae 6.85 1.32 5.19
Bromelia hieronymi 10 2.39 4.18
Chymaosin bovine 784 0.04 19607
Cynara scolymus - 1.078 (DO)Y* -

(Notre échantillon)

UP : Unité présure, Ucas : Unité caseinolytique.
*:Pour notre échantillon I’activité enzymatique et 1’activité protéolytique sont exprimées en
Unité Soxhlet (US) et DO respectivement.

3. Conditions optimales de I’activité coagulante des extraits enzymatiques

» Influence de la température sur ’activité coagulante de ’EEB
L'étude de la température optimale du lait sur l'activité coagulante des I'extraits enzymatiques
bruts (EEB) microbienne et végétal a été réalisée sur une plage de températures allant de 30°C
a 80°C par un palier de 5°C.
Nos résultats montrent une augmentation graduelle de l'activité coagulante avec
I'élévation de la température, atteignant son maximum aux alentours de 80°C.Au-dela de 75°C

on note une baisse rapide de I’activité coagulante, puis s’annule a 85°C (inhibition totale de
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I’enzyme microbienne et de 65°C on note une baisse de 1’activité coagulante, puis s’annule a

70°C (inhibition totale de I’enzyme végétal).
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Figure 24: : Influence de la température sur ’activité coagulante des

extraits enzymatiques obtenus

Nos résultats révelent que la température optimale de notre extrait enzymatique brut
microbien 75°C est similaire a celle rapportée par Ahmed et Helmy (2012) pour la souche
Bacillus licheniformis 5A5. Pant et al. (2015) ont constaté une activité optimale chez Bacillus
subtilis a 50°C, tandis que Poza et al. (2003) ont enregistré une température optimale de 37°C
pour la protéase de Myxococcus xanthus. Ainsi, Kumari Narwal et al. (2016) ont constaté que
la protéase de Bacillus subtilis MTCC 10422 présente une température optimale de 45°C.En
revanche, des températures optimales plus élevées ont été observées chez des protéases telles
que Rhizopus ryzae, Penicillium oxalicum et Cryptococcus albidus (Kumar et al., 2005).
Généralement, les extraits enzymatiques d'origine animale montrent une activité significative a
des températures modérées, tandis que les coagulases d'origine microbienne et végétale sont
plus actives a des températures élevées (Talantikite, 2015).

En effet, une température optimale de I'ordre de 65°C a été enregistrée pour I’EEBv. De
maniere genérale, les enzymes d'origine végétale se distinguent par leurs températures
optimales d'activité et leurs températures létales, qui sont souvent bien supérieures a celles
observées pour les enzymes d'origine animale et bactérienne, y compris la présure. Plusieurs
études antérieures (Alais et Lagrange, 1972 ; Lo Piero et al., 2002 ; Nouani, 2009 ; Gagaoua

et al., 2017 ; Afsharnezhad et al., 2018) ont corroboré ces observations.
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Bey et al. (2018) ont observeé que I'activité coagulante de I'extrait de Foeniculum vulgare
reste stable dans une plage de températures allant de 35 & 45°C, avec un pic d'activité a 60°C,
suivie d'une diminution a 65°C.

A la lumiére des résultats de notre étude, il semble que les coagulants d'origine végétale
offrent I'avantage d'accélérer le processus de fabrication du fromage, notamment lorsque la

coagulation du lait se produit a des températures plus élevées.

» Influence de la concentration en CaCl2 du lait
La concentration de calcium ionique dans le lait est liée aux propriétés de coagulation,
ou une concentration plus élevée de calcium conduit & des temps de coagulation plus courts
(Glantz et al., 2011).
La variation de la concentration en CaCl. du lait est obtenue par addition des doses
croissantes d’une solution dans un intervalle de 0,01M a 0,1M par palier de 0,01M de CaCl>

dans le but de situer I’optimum de 1’activité coagulante des extraits enzymatiques bruts.
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Figure 25: Influence de la concentration en CaCl> du lait sur I’activité coagulante
relative de la Cynarase et 1’extrait enzymatique microbien.

Pour examiner l'effet du calcium sur l'activité coagulante de la protéase de Bacillus
subtilus, du chlorure de calcium CaCl2 a été ajouté au lait a des concentrations variant de 0,01M
a 0,1M par palier de 0,01M. Les résultats présentés dans la figure 27 démontrent que l'activité
coagulante de la protéase augmente avec la concentration en CaClo.

D'apres Ding et al. (2011) et Zhang et al. (2019), une concentration optimale de 50 mM

a €eté observée pour les protéases de Bacillus subtilis B1 et Bacillus licheniformis BL312
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respectivement. Notamment, les enzymes d'origine microbienne semblent étre particulierement
sensibles a la diminution des concentrations en CaClo.

Au-dela de l'intervalle de 0 a 0,02 M, l'activité de la cynarase augmente et atteint un
optimum a une concentration de 0,1 M.(Alirezaei et al, (2011)ont déterminé que la
concentration optimale en CaClz pour I’extrait enzymatique d’Actinidia chinensis (variété de
kiwi) est de 0,025 M. De méme, Ding et al., (2011) ont observé une activité coagulante
maximale & 0,05 M pour la coagulase extraite de Bacillus subtilis. Il apparait que les coagulases
d'origine végetale sont tres sensibles aux faibles concentrations de CaCl, dans le lait, montrant

des activités inférieures par rapport aux coagulases d'origine animale et microbienne.

» Influence de la concentration en extrait enzymatique brut
L'activité des extraits coagulants a été évaluée en fonction de la concentration en extrait, en
mesurant le temps de coagulation pour des concentrations variables en protéines de I'extrait,

allant de 0,3 & 1,53mg/ml par palier de 0,2 mg/ml.
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Figure 26: Influence de la concentration en extrait coagulant sur I’activité coagulante des
extraits enzymatiques bruts

Les résultats présentés dans la figure28 révelent une augmentation graduelle de l'activité
coagulante a mesure que les concentrations de I'extrait augmentent. Cependant, dans la plage
de concentration testée, nous n‘avons pas observé de seuil correspondant a une concentration
saturante en enzyme. Selon Van Hooydonk et Walstra (1987) ainsi que Payens et al. (1977),

le temps de coagulation est généralement influencé par la concentration enzymatique.
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» Influence du pH sur ’activité coagulante de ’EEB
L’activité coagulante est examinée dans le gradient de pH allant de 5,2 a 7,2 par palier
de0,2.

35
30
25
20

15

10 .‘_‘\‘—‘\
5

54 5,6 5,8 6 6,2 6,4 6,6 6,8 7 7,2
pH

Activité coagulante

=@\ égétal microbienne

Figure 27: Influence du pH du lait sur I’activité coagulante relative de la
Cynarase et extrait enzymatique microbien

L’observation de I’activité coagulante de I’extrait enzymatique n’a pu se faire qu’a partir d’un
pH de 5.2 car en dessous de ce pH, le lait coagule sans I’addition de I’extrait enzymatique
(coagulation acide),

Les résultats enregistrés lors de notre expérimentation montrent que le temps de
Coagulation le plus court est observé a pH 5,2 pour les deux coagulase. Cependant, 1’activité
maximale a été observée a pH 5,2 Au-dela de ce pH on observe une chute graduelle de 1’activité
coagulante. Le pH du lait a une grande influence sur les propriétés de gélification des coagulants
(Esteves et al., 2003).

Selon Pant et al. (2015) et Bich Thuy et Bose, (2010), l'activité optimale de la protéase derivee
de Bacillus subtilis est observée a un pH de 7,4, Bey et al. (2018) ont démontré que le pH
optimal pour I'extrait enzymatique de Foeniculum vulgare est de 6,4.

Etselon He et al. (2011), l'activité coagulante optimale de I'enzyme issue de la souche Bacillus
amyloliquefaciens D4 est a un pH de 55. Au-dela de cette valeur, I'enzyme subit une

inactivation, notamment a un pH de 8.
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Llorente et al., (2014) ont rapporté que 1’activité optimale de la coagulase extraite de I’artichaut
se situe entre pH 4,5 et 5,5. En revanche, (Rajagopalan et Sukumaran, (2018) ont observé
un pH optimal de 7,5 pour la coagulase extraite du laurier (Wrightia tinctoria). Apres
I’extraction et la purification d’une coagulase a partir d’Aspergillus foetidus, (Souza et al.,
(2017)ont constaté une activité coagulante maximale a pH 5. En technologie fromageére, les
valeurs habituelles de pH utilisées sont comprises entre 6,3 et 6,5. Dans certains cas, lorsque
les conditions technologiques le permettent, comme pour les fromages frais ou les fromages

fermentés a pate molle, le pH du lait peut étre abaissé a 6,2. (Boumediene et al., 2021).

Le comportement de I'extrait de 1’artichaut par rapport au paramétre pH est similaire a celui de
la présure. En effet, selon les résultats de notre étude, ces deux coagulases présentent un
optimum d'activité a pH 5,2, suivi d'une diminution de l'activité inversement proportionnelle
aux valeurs de pH, jusqu'a étre inactivées a pH neutre ou légerement basique (figure 29). Des
observations similaires ont été rapportées par Nouani et al., (2009) concernant les extraits
purifiés de Mucor pusillus.

I1l. Essai de fabrication d’un fromage a pate pressée non cuite

1. Analyses physico-chimiques du lait cru utilisé
Pour évaluer la qualité des fromages produits avec I'EEB par rapport a ceux obtenus avec la présure

commerciale, nous avons analysé leurs caractéristiques physicochimiques et organoleptiques.

Tableau 13: Composition physico-chimique du lait utilisé dans la fabrication fromageére.

Propriétes o L
_ _ Acidité Densité a MG EST ESD
Physicochim pH
_ (°D) 20°C (%) o/l g/l
iques
Echantillon 18  6.56 1.033 33 122.215 89.215
Normes } )
14-18 6.4-6.8 1.028-1.033 3.4-4.4 i i
AFNOR

Le lait analyse avant pasteurisation présente une composition de qualité et une fraicheur
apparente, conformes aux normes de fraicheur définies par la norme AFNOR (1986) et reprises par
le Journal Officiel de 1998(Nel, 1998).
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2. Analyses physico-chimiques du fromage élaboré type pate pressée non cuit et le
rendement fromager
a. Analyses physico-chimiques du fromage
Nous avons élaboré 3 types de fromages a pate pressée non cuite référenciés comme suit :
Fv : fromage elaboré a partir de EEBy
Fm : fromage élaboré a partir de EEBm
Fp : fromage élaboré a partir de la présure commerciale

La composition physicochimique des trois fromages élaborés est indiquée dans le tableau 14.

Tableau 14: la composition physicochimique des trois fromages élaborés

Propriétés s MG EST ESD Rdt
_ o pH Acidité MG/EST
physicochimiques g/l g/l g/l (%)
Fv 6.6 10 28 50.45 55.50 22.45 37
Fm 6.5 12 29 44.80 64.73 15.80  27.51
Fp 5.1 15 30 48.20 62.24 18.20 30.07

Les résultats montrent qu’il n'y a pas de différence significative entre les trois types de fromage.
De plus, le pH est un facteur crucial pour controler la croissance bactérienne dans le fromage.
Il est important de noter que le pH est lié a la qualité du fromage : un pH de 5,0 indique un
fromage de bonne qualité, tandis qu'un pH supérieur a 5,2 correspond a un fromage qui se
détériore plus rapidement (Champagne et al., 2003).

Le ratio matiére grasse/extrait sec total est une caractéristique significative des fromages. Il
offre une évaluation précise de la quantité de matiere grasse dans 100g d'extrait sec total
(Thieulin, 1976). Nous observons que ce ratio est presque similaire pour les deux fromages
produits avec I'EEBm et celle produits avec présure commercial, et forte par rapport au fromage

obtenu avec EEB,.
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L'utilisation de I'extrait enzymatique microbienne et végétal conduit a un fromage présentant
une acidité et une teneur en matiere grasse comparativement plus faibles, similaires a celles
observées dans le fromage fabriqué avec de la présure. Cette observation a été confirmée par
plusieurs auteurs, qui ont souligné que l'acidité et le taux de matiere grasse des fromages
dépendent principalement de la nature et de la composition initiale du lait utilisé lors de la
fabrication(Roseiro et al., 2003).

Le taux d'extrait sec varie considérablement d'un type de fromage a un autre, et cela dépend
largement de deux facteurs principaux : la composition initiale du lait et la méthode utilisée
pour la coagulation et I'égouttage. Ces parameétres jouent un rdle déterminant dans la

détermination du taux d'extrait sec du fromage (Champagne et al., 2003).

b. Rendement fromager

Le rendement fromager revét une grande importance dans l'industrie fromagere car il offre une
vue d'ensemble de la répartition quantitative des composants du lait lors du processus
d'égouttage. Ainsi, il permet d'évaluer si la fabrication d'un type spécifique de fromage a été

réalisée dans des conditions optimales.

Les résultats concernant le rendement fromager de chaque fromage élaboré sont répertoriés
dans le Tableau 14. Ce tableau indique qu'il n'existe pas de différence significative, en termes

de rendement, entre les trois types de fromages.

D'apres Fenelon et Guinee, (1999), plusieurs facteurs jouent un réle dans la détermination du
rendement fromager. Parmi ces facteurs figurent le type de coagulant utilisé, la composition du
lait, la quantite et les variations génétiques de la caséine, la qualité globale du lait, le comptage
des cellules somatiques (CCS) dans le lait, le processus de pasteurisation du lait, la fermeté du

caillé lors de la coupe, ainsi que divers parameétres impliqués dans le processus de fabrication.

IV. Les analyses microbiologiques
L'objectif de ces analyses est de prévenir les altérations microbiennes et de détecter la présence

de germes pathogenes, ce qui pourrait compromettre la qualité hygiénique et commerciale du
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produit. Cela revét une importance capitale pour garantir la sécurité du consommateur en
prévenant les intoxications alimentaires dangereuses. Les résultats des analyses
bactériologiques du lait sont comparés aux normes établies par le Journal Officiel (JO)
concernant les denrées alimentaires. Ces résultats fournissent le denombrement des différentes
flores présentes dans les échantillons de lait analysés, permettant ainsi une comparaison avec
les criteres microbiologiques établis par le JORA et lignes directrices et normes pour
I’interprétation des résultats analytiques en microbiologie alimentaire.

Sur notre étude on observe une absence du :

o Les Staphylococcus aureus
e (Clostridium.
e Les Salmonelles.

e Les Coliformes totaux

Tableau 15: résultats des analyses microbiologiques des trois fromages élaborés

Résultats Les normes
Résultats obtenue
JORA
Germes recherchés F. Fum Fp Germe /gramme
Clostridium Absence Absence Absence Non détecté
Staphylococcus aureus 1.2x10* 2x10* 1.1x10* 5x10°
Salmonella Absence Absence Absence Non détecté
Coliformes totaux 1.7x10* 2x10* 1.2x10* 107

IIIV. Propriétés sensorielles des fromages
Résultats du test de dégustation

Les caractéristiques organoleptiques ont été évaluées a 1’aide du test Quick Rank de Kramer
et (Kramer, 1960). Cette méthode est appréciée en calculant la moyenne des scores (notes
attribuées par les 16 panélistes pour chaque lot) et la somme des rangs (classement selon le score
des différents lots). La différence entre les différents lots (les trois fromages) est jugée non
significative lorsque l'intervalle de rang total est compris entre 25 et 35, au seuil de probabilité

de 5 %. Les résultats de 1’analyse sensorielle portant sur les critéres suivants : couleur, odeur,
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texture, I’arome et le gout des fromages a pates pressées non cuites préparés avec I’EEBm et
I’EEBV et la présure commerciale, sont présentés sous forme de tableau récapitulatif (Tableau

15) et d’histogrammes (Figures 30, 31, 32, 33, 34).

Tableau 16: récapitulatif des résultats de test de dégustations obtenus sur les fromages
élaborés

Fromage Fv Fm Fp
Caractere MS SR MS SR MS SR
Couleur 3.93 29.5 3.87 32.5 3.75 34
Texture 3 29 2.68 33 2.43 34
Gout 2.87 30 2.93 29.5 2.62 36.5
Arome 3.06 3.93 3.13 3.87 2.66 3.75
Odeur 2.83 38 3.18 31 3.37 27

MS : moyenne des scores ; SR : sommes des rangs
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Figure 28: Histogramme des résultats des analyses du texture des fromages
fabriques

— Limite d’acceptabilité de MS
L’intervalle de signification [25-35]

Selon la somme des rangs (SR), les trois fromages se situent dans l'intervalle de
signification [25,35]. Or, Les deux fromages microbien et commercial, présentent une somme
des rangs (SR) supérieure a la limite acceptable, il est donc significativement mauvais.

Par ailleurs, la moyenne des scores (MS) attribués aux deux fromages (3, 2.68)
respectivement pour le fromage microbien et le fromage végétal indique que la texture n'est pas
appréciée par I'ensemble des panélistes.
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Figure 29: Histogramme des résultats des analyses d’arome des fromages
fabriqués.
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Selon la somme des rangs (SR), les trois fromages se situent dans l'intervalle de
signification [25,35]. Or, Les deux fromages microbien et végétal, sont statistiquement bon,
leurs sommes des rangs (SR) sont inférieures a la limite acceptable.

Toutefois, les moyennes des scores (MS) relevés pour les deux fromages se

rapprochent les unes des autres et sont supérieures a limite acceptable.
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Figure 30: Histogramme des résultats des analyses d’odeur des fromages fabriqués.

Selon la somme des rangs (SR), le fromage végétal se situe au-dessus de la limite
supérieure de signification, il est donc statistiguement mauvais. Cependant pour fromage
microbien et fromage de présure la sommes des rangs se situent dans l'intervalle de signification
[25,35].

Selon la moyenne des scores (MS), I’odeur du fromage présure est la mieux appréciée

par les panélistes avec un score égale a 3.3.
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Figure 31: Histogramme d’analyse statistique du parameétre sensoriel
(gout de la pate) des différents fromages fabriqués

La somme des rangs (SR)des deux fromages microbien et végétal dans I’intervalle de
signification [25,35], cela signifie qu’il n’y a pas de différence significative entre les deux
fromages. Cependant, pour le fromage de la présure la sommes des rangs se situe au-dessus de
la limite supérieure de signification, il est donc statistiquement mauvais.

De plus, les moyennes des scores (MS)nées pour les trois types de fromage ne
présentent pas une grande différence et sont supérieures a limite acceptable.
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Figure 34 : Histogramme des résultats des analyses du couleur des fromages
fabriqués.
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La somme des rangs (SR)des trois fromages se situe dans I’intervalle de signification

[25,35], cela signifie qu’il n’y a pas de différence significative en couleur entre les trois

fromages.
Toutefois, les moyennes des scores (MS) attribuées par les panélistes aux trois types

de fromage sont supérieures a limite acceptable.
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Conclusion

CoOnclusion
Cette étude a permis de contribuer aux recherches existantes sur les protéases coagulant
le lait et de renforcer 1'idée que de nouvelles sources potentielles de succédanés de la présure

traditionnelle peuvent étre découvertes.

Cette ¢tude nous a permis de caractériser deux protéases d'origine végétale (Cynara
scolymus) et microbienne (Bacillus subtilus BD17) ainsi que les fromages fabriqués a partir de

ces différentes coagulases, en termes de propriétés physico-chimiques et sensorielles.

L'objectif était de vérifier leur aptitude a coaguler le lait afin d'envisager leur utilisation

comme substituts de la présure.

Notre expérimentation s'est articulée autour de trois volets principaux : l'extraction, la
caractérisation, et la fabrication de différents échantillons de fromage en utilisant les différents
extraits enzymatiques caractéris€s. Dans un premier temps, l'activité coagulante et
protéolytique des extraits coagulants a été¢ déterminée sur des extraits bruts provenant des fleurs

d'artichauts, et de Bacillus subtilis BD17.

L’activité coagulante de I’extrait enzymatique brut a été déterminée par la méthode de
Berridge, dans des conditions standard (35 °C, pH = 6,4, 0.01 M de CaCl2). En outre, 1’activité

protéolytique a été¢ mesurée a I’aide d’un spectrophotometre a une densité optique de 660 nm.

Les résultats obtenus montré que les extraits enzymatiques bruts (EEB) présentent des
activités coagulantes plus importantes; des activités protéolytiques faibles de 0.629 DO660 et
1.078 DO660 et des indices AC/AP de 3647.05, 1194.8 élevés respectivement pour les protéases

d’origine microbienne et végétale.

D’autre part, les paramétres influencant I’activité optimale de 1’extrait enzymatique brut
microbien ont été déterminés. L’activité optimale a été observée a une température de 75 °C,
une concentration en CaCI2 de 0,1 M et un pH de 5.,4. Pour ’extrait enzymatique brut végétal,
I’activité optimale a été observée a une température de 65 °C, une concentration en CaCl2 de

0,1 M et un pH de 5,4.

Les résultats du rendement fromager de chaque fromage élaboré montrent que ce dernier
est plus important pour le fromage préparé avec I’EEBy (37%) et le fromage préparé avec le

présure commercial (30.07%) par rapport a celui fait a base de I’EEBm (27,51%)).

72



Conclusion

L’évaluation sensorielle des fromages a révélé une texture, une couleur et un gout
satisfaisants pour chaque fromage. Cependant, I’odeur du fromage fait a partir de I’EEBv est
moins appréciée en comparaison avec les autres fromages, probablement du a I’odeur du végétal

qui a affecté la qualité du produit élaboré.

A Tavenir, il serait opportun de compléter notre présent travail par d’autres études plus
approfondies notamment :
» Optimiser les paramétres de production de 1’enzyme (milieu de culture, taille de
L’inoculum...)
» Purifier I’enzyme par I’emploi des différentes techniques de purification & savoir la
chromatographie d’exclusion moléculaire.
» Déterminer le poids moléculaire et ’homogénéité protéique des protéases microbiennes

par une électrophorese sur gel polyacrylamide.
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Annexe 1
Le protocole de la coloration de Gram :
1. Reéaliser un frottis et fixer la bactérie.
. Plonger la lame dans le violet de gentiane (ou cristal violet) phénique pendant 1 min.
. Laver la lame avec de I'eau distillée.

. Plonger la lame dans une solution de Lugol pendant 1 min.

2

3

4

5. Laver avec de I'eau distillée.
6. Décolorer pendant dix secondes avec de 1'alcool (éthanol).
7. Rincer immédiatement avec de 1'eau distillée.

8. Plonger la lame dans la fuchsine phénique pendant 1 min.
9. Laver la lame avec de l'eau distillée.

10. Sécher la lame en la tamponnant avec du papier.

11. Observer a I’objectif x 100 a I'immersion dans I’huile.

Figure n°01 : les étapes de la coloration deGram
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Annexe 2

Résultats FASTA

Distribution of the top 143 Blast Hits on 100 subject sequences

| | | | | |

1 200 400 600 200 1000

Annexe 3
Préparation de solution tampon (Kamoun, 1977)

La solution tampon acétate de sodium (pH=5.4, 0.1M) est préparée comme suit : (pour 100ml
de solution tampon) :



Annexes

e Solution A : acétate de sodium (C2H302Na) a 0.1 N (8.204¢g/1).
e Solution B : acide acétique a 0.1 N (6.005g/1).

Mélanger : 67.8ml de A+ (100-67.8) de B.
Annexe 4

Préparation de substrat de Berridge (COLLIN et al., 1977)
Les constituants du substrat de Berridge
» Le lait en poudre

Le lait en poudre utilisé est de type LOW-HEAT obtenu a d’un lait écrémé pasteurisé de bonne

qualité bactériologique (moins de 5000 germes/ml).

C’est une poudre n’ayant subi qu’un chauffage faible qui entraine un respect de 1’état
physicochimique de protéines solubles du sérum, elle est réservée dans des boites métalliques

dans un endroit non humide.
> Solution de CaClz

La solution de CaCl2 de qualité anhydre utilisée a une concentration de 0,01M, la solution est

conservée a +4°C a I’obscurité.
» Mode opératoire

Pour préparer 100ml de substrat de Berridge, on dissout 12g de lait en poudre dans 100ml de
CaCl2 a0,01M. On verse une petite quantité de solution sur la totalité de la poudre de facon a
obtenir par agitation manuelle une bouill¢ homogene, le reste de la solution CaCl2 chlorure de
calcium est alors ajoutée sur cette bouillé, puis agité par un agitateur magnétique douce pendant
30mn. Le pH du lait ainsi préparé est ajusté a pH=6,4 avec une solution de HCL 1N ou NaOH

IN. Le substrat est prét I’emploi et conserver au réfrigérateur.

Annexe 6
Préparation de la courbe étalon BSA

1. Dosage des protéines totales (Lowry et al., 1951)
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» Solutions:
e Solution (A): 5% NaxCOs.
e Solution (B): 0,5% CuSOs, SH>O in Sodium- potassium tartrate a 1%.
e Solution(C) : 50 ml (A) + 2ml (B) (a préparer immédiatement) ;
e Solution (D) : NaOH (1N)

e Solution (E) : réactif de Folin-Ciocalteau dilué 2

» Mode opératoire

e Courbe étalon
Solution mére : BSA a raison de 200pug/ml dans I’eau distillée ;

Solution étalon : A partir de la solution de sérum albumine bovine (BSA) mére a200ug/ml,

préparer des dilutions de concentrations croissantes : 25, 50, 75, 150,200pg/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 a 1’obscurité.
Une coloration bleue se développe correspondant a la réaction de cuivre.

Lecture : au spectrophotometre a 750 nm contre un blanc.
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Pour I’extrait enzymatique on introduit 0,5 ml de la solution enzymatique dans un tube a

essai et on suit les mémes étapes.

y=0,2772x + 0,3528
R?=0,9071

absorbance(750nm)

25 50 75 150 200

concetration de BSA pg/mi

Courbe étalon de la B.S.A

7

Figure n°02 : mesurer I’absorbance des solutioné our préparer courbe d’étalonnage
2.A les différentes dilutions du solution B.S.A.
2.B les deux cuves des EEB.

Annexe 7
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Analyses physicochimiques du fromage

Détermination de la teneur en matiére grasse du fromage (méthode acido-

butyrométrique deVAN GULIK)
» Mode opératoire

3g du fromage sont broyés et introduits dans le godet du butyromeétre. 10ml de 1’acide
sulfurique sont ajoutés, puis le butyrometre est placé dans un bain marie a 65°C jusqu’a
dissolution totale du fromage. Le butyrométre est agité toutes les 5 minutes pendant la période

de dissolution. 1ml de I’alcool isomylique est additionné.

Enfin on centrifuge pendant 5 minutes dans une centrifugeuse (1200 tours/min).

Annexe 8

FICHE DE DEGUSTATION
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Annexe 9

Des analyses physicochimiques ont été réalisées sur les échantillons de lait prélevés.
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> Extrait sec total, extrait sec dégraissé

L’extrait sec total a été calculé a partir de la formule suivante : OU :

EST : extrait sec total .
EST= (la densité -1) x 2665+(MGx1.2)

MG : matiére grasse

Tandis que I’extrait sec dégraissé représente la différence entre I’extrait sec total de

I’échantillon et sa teneur en matiére grasse :

ESD=EST -MG

> pH initial
Le pH et I’acidité sont des indicateurs de la qualité hygiénique et bactériologique de lait. Il est
basé sur la lecture directe du pH indiqué sur 1’écran en introduisant 1’¢lectrode d’un pH-meétre
(étalonné avec des solutions tampon) dans un bécher contenant le lait qui doit avoir une
température de 20°C.
» Détermination de I’acidité titrable du lait

Basé sur la réaction de neutralisation de 1’acidité lactique par la soude Dornic (NaOH
N/9) en présence d’un indicateur coloré qui est la phénolphtaléine (virage entre 8,3 a 8,6)
L’acidité est donnée par la lecture directe de la chute de la beurette, elle est exprimée en degré
Dornic (°D) avec 0,1ml de NaOH correspond a 1°D.

e Expression de résultat

AT=V*10(°D)
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AT = Acidité titrable.
V= Le volume en ml correspond & la chute de la burette.

La valeur de I’acidité est exprimée en degré Dornic.

> Densite
La densité du lait se définit comme étant le quotient de la masse d’un volume de lait sur
le méme volume d’eau. La mesure de la densité du lait s’obtient par lecture directe a 1’aide d’un

appareil appelé « lactodensimeétre ».

» Teneur en matiere grasse

Le dosage de la maticre grasse s’effectuera selon la méthode conventionnelle de Gerber
(AFNOR 1986) Cette méthode est basée la dissolution des éléments du produit a doser exceptée
la matiére grasse et ceci par 1’acide sulfurique. Par la suite, cette matiére grasse va se séparer
en couche claire sous I’influence de force centrifuge et grace a I’adjonction d’une faible quantité
d’alcool iso-amylique.

L’application de cette méthode sur un lait & une température de 20°C donne une teneur

en matiére grasse exprimée en g/l.
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\g Triple camera

Figure n° 03 : mesure des parameétres physico-chimiques du lait

F3/1 : mesure de ’extrait sec total a 1’aide d’un dessiccateur.

F3/2 : Détermination de la densité du lait.

F3/3 : mesure d’acidité du lait. ; F4/4 : mesure taux de matiere graisse du lait.
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Annexe 10

Table de Kramer

Nombre de fromages dégustés

d:::i::eﬂ; 2 3 4 5 6 7 8 o | 1w | 11| n

it
3 39 | 311 | 313 | 414 | 416 | 418 | 519 | 521
4 48 | 411 | 513 | 615 | 618 | 7-20 | 822 | 825 | 927 | 10-29
5 S11 | 6-14 | 7-17 | 820 | 9-23 | 10-26 | 11-20 | 1331 | 14-34 | 15-37
6 69 | 7-13 | 8-17 | 10-20 | 11-24 | 13-27 | 1431 | 15-35 | 17-38 | 18-42 | 20-45
7 7-11 | 9-15 || 11-19 | 1224 | 14-28 | 16-32 | 18-36 | 2040 | 2145 | 2349 | 25-53
3 8-13 | 10-18 | 1322 | 1527 | 1732 | 19-37 | 2241 | 2446 | 26-51 | 28-36 | 30-61
0 10-14 || 12-20 || 15-25 | 1731 | 20-36 | 2341 | 2547 | 2852 | 3157 | 33-63 | 36-68
10 11-16 | 14-22 | 17-28 | 2034 | 23-44 | 26-46 | 2952 | 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 14-10 | 18-26 | 21-34 | 25-41 | 2948 | 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 | 35-36 | 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 || 3045 | 36-54 | 42-63 | 47-73 | 5382 | 56-91 | 64-101| 70-110] 75-120
17 2127 | 27-37 | 3347 | 3957 | 45-67 | 51-77 | 5787 | 62-98 | 69-107 | 75-117 | 81-127
18 22-20 | 28-40 | 35-50 | 41-61 | 48-71 | 54-82 | 61-92 |67-103 | 74-113 | 81-123 | 87-134
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Annexe 11

Les analyses microbiologiques

1. L’échantillonnage
Introduire et diluer aseptiquement 25 grammes de produit a 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 mére (DM) qui correspond donc aux dilutions 1/10
ou 107,
2. Préparation des dilutions décimales

e Introduire ensuite aseptiquement a 1’aide d’une pipette en verre graduée et stérile 1ml
de la DM, dans un tube a vis stérile contenant au préalable 9 ml du méme diluant : cette
dilution sera alors au 1/100 ou 1072

e Introduire par la suite 1ml de la dilution dans un tube a vis stérile contenant au préalable
9ml du méme diluant : cette dilution a été alors au 1/100 ou 107,

e Introduire ensuite aseptiquement a 1’aide d’une pipette en verre graduée et stérile, 1 ml
de la dilution 10~ dans un tube a vis stérile contenant au préalable 9 ml du méme diluant

: cette dilution est alors au 1/1000 ou 10,

3. Les germes recherchés pour cette denrée et leurs dénombrements

e O Les Staphylococcus aureus
o O Clostridium.

o ) les Salmonelles.

o () Les Coliformes totaux.

a. Coliformes totaux
Sont des indicateurs de qualité hygiénique. Apres la préparation des dilutions a partir de

I’ben et I’eau physiologique

On prend 1ml de solution et le déposer dans un boite pétrie vide puis recouvrir par une
couche de 12 a 15ml de milieu VRBG (on assure que la gélose ne doit pas étre trés chaude pour
ne pas tuer les micro-organismes). Le mélange est homogénéisé par des mouvements de huit.
On ajoute la deuxieme couche de VRBG apres avoir laissé la premicre se solidifier, ce qui aura
Pour effet d’immobiliser les bactéries et donc de former des colonies bien définies (colonies
rouge violette de diametre de 0.5mm).

L’Incubation : se fait a 30-37°C pendant 24h
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b. Clostridium

On prend 1ml de solution et le déposer dans un boite pétrie vide puis recouvrir par une couche
de 12 a 15ml de milieu VF. Les colonies peuvent étre irrégulieres et souvent convexes les bords
des colonies sont habituellement irréguliers, parfois filamenteux. La couleur des colonies peut

varier du blanc au grisatre.
L’incubation : se fait a 37°C pendant 18h/24h/48h.
c. Lessalmonella

La recherche de Salmonella a été faite en 3 étapes : le pré-enrichissement, lI'enrichissement et

I'isolement
1. Le pré-enrichissement :

Echantillon plus I’eau Peptonée tamponné placée dans 1’é¢tuve a 37°C pendant 20 heures. Ceci
permet aux salmonelles de se multiplier ; elles deviennent ainsi facilement détectables par la

suite
2. Enrichissement :

Dans un tube stérile qui contient 10 ml de bouillon de Rappaport de Vassiliadis (RV), nous

mettons 0,1 ml de subculture (de pré-enrechissement) a l'aide d'une pipette stérile.
2.1solement :

Elles sont ensemencées par technique de stries d'épuisement a partir d'un méme bouillon sur

milieu SS
L’incubation : a I'étuve 37°C pendant 24 heures.

e Aprés 24 heures, les colonies isolées sur les géloses présentant les caractéristiques

macroscopiques des salmonelles : Colonies incolores a centre noir sur SS et colonies.

d. Les Staphylococcus aureus
0,1ml de la dilution 10-%est étalé sur milieu Baird Parker.

L’incubation : a I’étuve 37°C pendant 24h.
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e Colonies sont généralement rondes et bien définies. Les colonies apparaissent
géneralement noires ou gris foncé en raison de la réduction du tellurite de potassium

présent dans le milieu.
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Annexe 12

Parameétres sensoriels du fromage

e Texture
Fm Fv Fp
Panélistes Score Rang Score Rang Score Rang
1 4 1 2 2.5 2 2.5
2 4 1 3 2 1 3
3 2 1 1 2.5 1 2.5
4 1 3 4 1 3 2
5 3 2 4 1 1 3
6 2 2 3 1 1 3
7 4 2.5 5 1 4 2.5
8 2 2.5 4 1 2 2.5
9 4 2 4 2 4 2
10 4 1 2 2.5 2 2.5
11 3 2.5 3 2.5 4 1
12 1 2.5 3 1 1 2.5
13 3 2.5 3 2.5 4 1
14 3 2 3 2 3 2
15 1 2.5 1 2.5 2 1
16 2 3 3 2 4 1
Moyennes
des scores 2.68 3 243
Sommes des
33 29 34
rangs
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e Gout
Fv Fm Fp
Panélistes Score Rang Score Rang Score Rang
1 4 1 2 2.5 2 2.5
2 2 4 2 4 2
3 3 1 2 2 1 3
4 3 2 2 3 4 1
5 3 1 2 2.5 2 2.5
6 2 2 3 1 1 3
7 3 1.5 3 1.5 2 3
8 2 2.5 4 1 2 2.5
9 3 1.5 3 1.5 2 3
10 3 1.5 3 1.5 2 3
11 3 2.5 4 1 3 2.5
12 2 3 4 1.5 4 1.5
13 2 3 3 2 4 1
14 3 2 1 3 4 1
15 3 2 3 2 3 2
16 4 1 3 2 2 3
Moyennes 2.93 2.87 2.62
des scores
Sommes des
29.5 30 36.5

rangs




Annexes

e Couleur
Fm Fv Fp
Panélistes Score Rang Score Rang Score Rang
1 4 2 4 2 4 2
2 4 2.5 5 1 4 2.5
3 3 2 2 3 4 1
4 2 2.5 3 1 2 2.5
5 4 2 4 2 4 2
6 3 2 3 2 3 2
7 4 2 4 2 4 2
8 5 1 4 2.5 4 2.5
9 3 3 4 1.5 4 1.5
10 4 1.5 2 3 4 1.5
11 4 2.5 4 2.5 5 1
12 4 2.5 5 1 4 2.5
13 5 1.5 5 1.5 4 3
14 4 2 5 1 3 3
15 5 1.5 5 1.5 3 3
16 4 2 4 2 4 2
Moyennes 3.87 3.93 3.75
des scores
Sommes des
32.5 29.5 34

rangs
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e Odeur
Fm Fv Fp
Panélistes Score Rang Score Rang Score Rang
1 4 2 4 2 4 2
2 3 2 2 3 4 1
3 3 2 2 3 4 1
4 1 2.5 1 2.5 2 1
5 3 2 2 3 4 1
6 2 2 2 2 2 2
7 4 2 4 2 4 2
8 3 2 3 2 3 2
9 4 2.5 4 2.5 5 1
10 4 1.5 3 3 4 1.5
11 3 2 2 3 4 1
12 2 2 2 2 2 2
13 3 2 3 2 3 2
14 4 1.5 4 1.5 3 3
15 3 1.5 2 3 3 1.5
16 5 1.5 5 1.5 3 1.5
Moyennes 3.18 2.81 3.37
des scores
Sommes des 31 - .
rangs
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e Arome
Fm Fv Fp
Panélistes Score Rang Score Rang Score Rang
1 4 1 3 2 2 3
2 2 2 2 2 2 2
3 2 1.5 2 1.5 1 3
4 2 3 3 1.5 3 1.5
5 3 1.5 3 1.5 2 3
6 2 1.5 2 1.5 1 3
7 3 2.5 4 1 3 2.5
8 2 2.5 3 1 2 2.5
9 3 2 4 1 2 3
10 4 1.5 3 3 4 1.5
11 4 1.5 3 3 4 1.5
12 4 2 3 3 5 1
13 5 1 4 2.5 4 2.5
14 3 1.5 3 1.5 2 3
15 4 1.5 4 1.5 3 3
16 4 1.5 3 4 1.5
Moyennes 3.13 3.06 2.66
des scores
Sommes des
25 27.5 35.5
rangs
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Les appareils utilisés :

m) milwaukee

> Samsung Triple camera

Photo 01 : pH-metres

Photo 03: Bec Bunsen photo 04 : dessiccateur
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@) Samsung Triple camera
131" G

photo 05: stomacher 400 circulator. Photo 06: centrifuge refrigeree.

e Microscope optique.
e Incubateur agitatteur.
e Balance.
e [’étuve.



