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Introduction

Introduction

Le processus de transformation du lait en fromage comprend trois étapes principales : la
coagulation, I’égouttage et I’affinage. La coagulation du lait est 1’étape clé qui est principalement
influencée par la composition protéique du lait et le type de 1’agent coagulant. Elle est induite par
I’acidification, par I’action d’une enzyme ou par une combinaison des deux (Gengler et al.,
2017).

La demande croissante de fromage a I'échelle mondiale, conjuguée a l'incapacité
d'augmenter simultanément la production de la présure animale, a entrainé une pénurie mondiale
de ce coagulant. Cette problématique est particulierement préoccupante dans les pays musulmans,
en raison des restrictions religieuses liées aux rituels d'abattage. L'Algérie ne fait pas exception a
cette situation. Selon le Bureau national des statistiques (ONS), en 2016, il est indiqué que
I'Algérie utilise environ 1,5 tonne par an de présure ou de ses succédanés d'origine microbienne
dans la préparation de fromages a coagulation enzymatique. Cette quantité a un co(t d'environ
102 000 $, soit environ 7,5 millions de DA (dinars algériens). De plus, I'importation de fromage
en Algérie a augmenté, passant de 4 612,8 millions de DA en 2011 a 13 512,9 millions de DA
(Benyahia et al., 2013).

La recherche s'est tournée vers l'utilisation d'enzymes protéolytiques de différentes origines
(animale, végétale et microbienne) comme substituants potentiels de la présure dans ce domaine
(Souaré et al., 2017). Les protéases forment un groupe de molécules enzymatiques complexes qui
remplissent des fonctions de protéolyse hautement ciblée. En raison de leur spécificité accrue
envers les biomolécules, les protéases sont utilisées dans de nombreux secteurs de I'industrie et
de la biotechnologie. Sur le marché mondial, les protéases occupent la position la plus pertinente

parmi les enzymes industrielles avec un pourcentage de 60% (Gurumallesh et al., 2019).

Dans ce cadre, notre étude vise a évaluer I’application des enzymes protéolytiques
provenant de différentes origines dans la fabrication de deux types de fromages, en tant que des
succédanés possibles de la présure commerciale. Afin d’atteindre cet objectif, notre démarche

expérimentale est structurée en plusieurs étapes:

1 |Page



Introduction

v/ Extraction des enzymatiques protéolytiques, animale et végétale, a partir des
proventricules de poulet et le latex de figuier.

v Production d’une protéase microbienne en utilisant la souche fongique Mucor
circinelloides par fermentation sur milieu solide (SSF).

v Pré-purification des extraits enzymatiques bruts par précipitation différentielle au
sulfate d’ammonium et par dialyse.

v' Evaluation de la capacité coagulante et ’activité protéolytique des différents extraits
enzymatiques élaborés.

v’ Utilisation des extraits enzymatiques concentrés dans la fabrication de deux types de

fromage, frais et Camembert, par comparaison a la présure commerciale.

La réussite de notre démarche expérimentale permet de fournir dans 1’avenir des
alternatives économiques a l'industrie fromageére, tout en maintenant la qualité et les propriétés

souhaitées des fromages produits.
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Chapitre I Partie Bibliographique

I. Les enzymes protéolytiques
I.1. Généralités
Les enzymes protéolytiques ou protéases sont connues depuis longtemps comme des
enzymes qui catalysent la rupture des protéines au niveau des sites bien spécifiques en scindant
les liaisons peptidiques (Da Silva, 2017). Elles sont omniprésentes dans la nature et jouent un réle
majeur dans les processus physiologiques et industriels (Rani et al., 2012). Les protéases sont
indispensables dans tous les organismes vivants pour la synthése des biomolécules nécessaires et
pour le contrble de la taille, la forme, I’orientation et la composition de protéines (Gurumallesh et
al., 2019). La plupart de protéases sont traduites sous formes d’enzymes inactives ou zymogenes
ce qui permet de protéger la cellule contre tout effet désastreux. Elles constituent un groupe
complexe d'enzymes qui different entre elles par leurs propriétés telles que la spécificité de
substrat, la composition du site actif, le mécanisme catalytique, les optimums de pH et de

température, ainsi que la stabilité et I’effet des inhibiteurs (Drouin, 2005).

I.2. Classification des protéases

Les enzymes protéolytiques appartiennent a la classe des enzymes hydrolases (EC. 3) et
sont regroupées dans la sous-classe des hydrolases peptidiques ou peptidases (EC. 3.4) (Métyan
et al., 2013). En raison de la variété dans leur comportement catalytique, les protéases sont
difficiles a classer en suivant les regles établies pour le reste des enzymes, et au lieu de cela, trois
critéres sont utilisés pour leur classification : la nature chimique du site actif, le type de la
réaction catalysée et I’évolution de la structure de la protéase (Feijoo-Siota et al., 2011). Les
protéases sont divisées en deux grands groupes selon leur site et le mode d'action en
exopeptidases (EC. 3.4.11-19) et endopeptidases (EC. 3.4.21-24, 99) (Métyan et al., 2013).

1.2.1. Les exopeptidases

Les exopeptidases catalysent 1’hydrolyse des liaisons peptidiques pres des extrémités N ou
C-terminal du substrat, et agissent en deux formes a savoir les aminopeptidases et
carboxypeptidases. Comme leur nom [1’indique (Fig.1), les aminopeptidases libérent un
tripeptide, un dipeptide ou des acides aminés simples a partir du point N-terminal. Les
terminaisons C-terminal de la chaine protéique sont principalement hydrolysées par les

carboxypeptidases. Selon le type de I’aminoacide du site actif, les carboxypeptidases sont
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regroupees en trois catégories: les carboxypeptidases a sérine, a cystéines et les métallo-
carboxypeptidases (Drouin, 2005).

Reaction catalyzed by aminopeptidases

« 1:71 P wo o 1 ¥y t
® ® ® ®
Amino acid Polypeptide (n-1 residues)
Reaction catalyzed by carboxypeptidases
/‘\J/E\.j\ . J/I\._ L\ 1.1 . *'\u/l\o‘
¥ 1 f‘\i {d\'ﬂ\f‘ ¥ :
Y Y R Y
Polypeptide (n-1 residues) Amino acid

Figure 1: Action des aminopeptidases et carboxypeptidases sur la chaine peptidique
(Métyan et al., 2013).

1.2.2. Les endopeptidases
Les endopeptidases ou protéinases hydrolysent les liaisons peptidiques a I’intérieur d’une
chaine protéique, jouant un réle proactif dans le clivage des acides aminés non terminaux (Fig.2)
(Gurumallesh et al., 2019). Les endopeptidases sont soumises a une classification qui dépend de
la nature chimique de I’acide aminé du site actif responsable de I’activité catalytique (Drouin,
2005). On distingue six classes de protéinases :

Reaction catalyzed by endopeptidases

L S L - T
: 4 4 : ' 4 ) ‘
B R R B
Polypeptide fragment Polypeptide fragment

Figure 2 : La réaction catalysée par les endopeptidases (Motyan et al., 2013).
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1. Protéases a sérine

Ces protéinases sont caractérisées par la présence d’un résidu de sérine dans leur site actif.
Toutes les sérines protéases contiennent une triade catalytique composée de Ser, His et Asp. Les
protéases a sérine sont généralement actives a pH neutre et alcalin, avec un pH optimal entre 7 et

11. Elles ont de grandes spécificités vis-a-vis le substrat (Rani et al., 2012).

2. Protéases a acide aspartique

Les protéases a acide aspartique, communément appelées protéases acides, sont les
endopeptidases qui dépendent de deux résidus d’acide aspartique hautement conservés pour leur
activité catalytique (Gurumallesh et al., 2019). La plupart des protéases aspartiques montrent une
activité maximale a pH acide (pH 3 a 4) et ont des points isoélectriques compris entre 3 et 4,50
(Rani et al., 2012).

3. Protéases a cystéine

Les cystéines ou thiol-peptidases sont des endopeptidases, dont 1’action catalytique dépend
d’un résidu de cystéine dans leur site actif. La dyade catalytique, His et Cys, est présente dans
tous les thiol-peptidases. Dans certains cas, comme pour la papaine, le site catalytique est
composé généralement d’His, Cys et Asp. Les Cystéines protéases ne sont actives qu’en présence
d’agents réducteurs tels que I’HCN ou la cystéine. En général, ces enzymes montrent une activité

maximale a pH 4,5-7; avec une masse moléculaire d’environ 20 & 35 kDa (Tavano et al., 2018).

4. Métallo-protéases

Les métallo-peptidases sont des protéinases qui dépendent des ions métalliques divalents,
généralement du Zn?*, pour leur activité catalytique. Le site actif consiste principalement de
I’His-Glu-Xaa-Xaa-His, ou Xaa est le méme acide aminé répété deux fois. Le résidu His est
impliqué dans I’accommodation des ions de zinc et le résidu Glu est directement lié a la fonction
catalytique. Ces peptidases présentent une grande variété catalytique pour la protéolyse, comme

la collagénase et 1’¢élastase (Ward et al., 2009).

5. Protéases a threonine et a acide glutamique

Les endoprotéases a acide glutamique et a thréonine représentent de nouvelles familles

d’enzymes récemment caractérisées, ayant des mécanismes de réaction qui impliquent une
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participation spécifique de 1’acide aminé Glu au site actif et de la thréonine, respectivement
(Ward et al., 2009).

Le tableau | présente quelques propriétés des enzymes protéolytiques appartenant aux

classes de protéinases les plus abondantes.

Tableau | : Propriéetés de quelques enzymes protéolytiques (Kahlouche, 2018).

Classe Exemple Origine pH opt | T° opt (°C) Inhibiteurs
Chymotrypsine Pancréas 8,0-8,5 35
8 trypsine subtilisine I 75-8,0 45
~§ B. subtilis 7,4 60 PMSF, EDTA, DIFP,
S B. licheniformis 10 56 ohénol, indole
= B. amyloliquefaciens 10 60 ’
% P. extracellulaire Fusarium culmorum |8,3-9,6 50
Endopeptidase Trichodermaviride |7,0-8,0 40
g Papaine Carica papaya 8,0-85 35
8 Ficine Ficus globrata 4,0-6,0 35
S Protéase neutre Geotrichum candidum 7,0 42 p-CMB,
i: Aminipeptidase Lb. helveticus 7,0 37 lodoacétamide
2 Streptopain Streptococcus sp 7,2 37
o Cathepsine K cellules animales 6,5 -
2 Pepsine A Estomac de veau 15-25 40 Pepstatine, EPNP,
ﬁ Chymosine Cellules animales 40-45] 40-42 DAN
S Cathepsine D Trichoderma harzianum |2,5-3,5 37
_z P. extracellulaire Aspergillus niger 4,5 40
g
<
2 Carboxypeptidase A |Intestin gréle des vertébrés 7,5 37 EDTA, EGTA
§ Carboxypeptidase B | Micrococcus caseolyticus| 8,0 37
S Collagénase cellules animales 7,4 38
5}
o
O
P

1.3. Applications sélectionnées des protéases

Les protéases sont des enzymes largement appliquées dans plusieurs secteurs de 1’industrie
et de la biotechnologie (Motyan et al., 2013). En effet, elles représentent 60 a 65% du total des
ventes mondiales des enzymes (Feijoo-Siota et al., 2011). On cite quelques applications majeures

des protéases dans le secteur industriel et pharmaceutique:
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1.3.1. Industrie des détergents

Les protéases sont 1’un des ingrédients standards de toutes sortes de détergents allant de
ceux utilisés pour le ménage, le blanchiment aux réactifs utilisés pour le nettoyage des lentilles de
contact (Rani et al., 2012). Elles sont utilisées en combinaison avec autres enzymes (amylases,
lipases,...) et représentent environ 35% du marché mondial des enzymes industrielles
(Gurumallesh et al. 2019). Les protéases hautement alcalines, produites par les espéces
alcalophiles de genre Bacillus, sont les représentant de cette catégorie de protéases (Ward et al.,
2009).

1.3.2. Industrie du cuir

Le traitement du cuir comporte plusieurs étapes telles que le trempage, 1’écorcage et le
bronzage (Rani et al. 2012). L’écorgage est un processus important dans 1’industrie du cuir ou
I’utilisation de produits chimiques, comme le sulfure de sodium, entraine divers problémes liés a
la pollution (Gurumallesh et al., 2019). L’application des protéases comme une alternative aux
produits chimiques a été utilisée avec succes dans 1’amélioration de la qualité du cuir et pour

réduire la pollution environnementale par les produits chimiques toxiques (Rani et al., 2012).

1.3.3. Industrie alimentaire

Les protéases sont utilisées dans I'industrie alimentaire pour I'amélioration continue de la
qualité organoleptique des produits (la saveur, I'aréme, la couleur, la texture, l'apparence et la
valeur nutritive) et pour modifier les propriétés fonctionnelles, telles que la coagulation,
I’émulsification, la force du gel, la fixation des graisses...etc. Elles ont été couramment utilisées
a des fins telles que la fabrication du fromage, la préparation d’hydrolysats de soja et

I’attendrissement de la viande (Rani et al., 2012).

1.3.4. Applications thérapeutiques

L’utilisation la plus évidente des enzymes protéolytiques est comme aides digestives. Les
procédures thérapeutiques non invasives évoluent en grande partie dans le traitement des
maladies (Rani et al., 2012). Certaines enzymes sont trés sélectives et spécifigues méme a une
trés faible concentration. L’injection de certaines protéases étrangeres a réduit 1’inflammation et
la douleur des tissus et a aidé a réduire 1’inconfort du sein obstruant chez les femmes en lactation
(Alipour et al., 2016). Le groupe d’enzymes collagénases sont des métallo-protéinases

matricielles qui peuvent étre utilisées pour traiter certaines maladies comme celles de Dupuytren
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et de Peyronie, la cicatrisation des plaies, les brdlures, I’hernie discale intervertébrale, la

dégradation du placenta humain... etc. (Rani et al., 2012).

I1. Coagulation du lait

I1.1. Caractéristiques du lait

Le lait est un aliment blanchatre produit par les cellules sécrétoires mammaires des

femelles durant le processus de lactation (Guetouache et al., 2014). Sa composition et ses
caractéristiques physico-chimiques varient sensiblement selon les espéces de mammifeéres, et
méme selon les races et le stade de lactation pour s’adapter aux besoins (Vilain et al., 2010). Le
lait contient plusieurs groupes d’éléments nutritifs. Les substances organiques sont présentes en
quantité a peu pres égale et sont divisées en éléments constructeurs, protéines et composants
énergétiques, glucides et lipides. Pour tous les animaux, 1’eau est 1’¢lément nutritif le plus
nécessaire et le lait contient 88,6% d’eau. Il comprend également des éléments fonctionnels, tels
que les vitamines, les enzymes, et des sels dissous, en particulier sous forme de phosphates,
nitrates et chlorures de calcium, de magnésium, de potassium et de sodium. Il contient également
des gaz dissous (5% en volume), principalement du dioxyde de carbone, de I’azote et de
I’oxygéne (Guetouache et al., 2014).

11.2. Protéines du lait

Tous les laits de mammiferes ont la méme composition protéique de base et il y a de fortes
homologies de structure entre les protéines du lait des différentes espéces (Vilain et al., 2010).
Les protéines du lait sont classées en deux catégories selon leur solubilité dans I’eau et leur
stabilité: les protéines globulaires de lactosérum, qui sont solubles dans la phase sérigue, et les
caséines, qui existent dans une suspension colloidale stable d’agrégats connus sous le nom de

micelles de caséine (Horne et al., 2017).

11.2.1. Caséines du lait

Les caséines forment une famille des phosphoprotéines synthétisées par les cellules
épithéliales mammaires sous un contréle multi-hormonal complexe (Léonil et al., 2013). Dans le
lait, elles représentent prés de 80% des protéines et sont pour la plupart (90-95%) associées entre
elles par différentes interactions sous la forme d’une structure sphérique appelée micelle (Fig.3).
Les quatre principales protéines qui forment les micelles sont les caséines asi; as2; P et «

(Vuillemard et al., 2018). Ces micelles précipitent sous 1’action de la présure ou lors d’une
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acidification a un pH d’environ 4,60 (llboudo et al.,

2012).

physicochimiques sont présentées dans le Tableau Il (Guetouache et al., 2014).

Tableau Il : Caractéristiques biochimiques des caséines du lait (Guetouache et al., 2014).

Paramétre Caséine as; | Caséine as; | Caséine p | Caséine-k
Résidu d’acides amines 199 207 209 169
Poids moléculaire 23600 25200 24000 19000
Résidus de cystéine - 2 - 2
Groupes phosphoryles 8-9 10-13 5 1-2
Glucides - - - +
Sensibilité a la Chymosine + - + ++
Sensibilité au calcium ++ +++ + -

Leurs caracteéristiques

Les micelles de caséines se présentent sous la forme de sphéres, dont la distribution de la
taille varie entre 30 a 300 nm, avec un diaméetre moyen de 150 nm (Vuillemard et al., 2018). Une
micelle est composée de 90% de caséine et de 8% de minéraux. Les quatre caséines qui la
composent, osi, asz, B et k, sont dans un rapport molaire respectif de 4:1:3,5:1,5. La fraction
minérale est constituée a 90% de phosphate de calcium et a 10% d'ions magnésium et citrate
(Léonil et al., 2013). Plusieurs modeéles représentant la structure des micelles ont été proposés,
mais il semble acquis que les micelles sont formées de sous-micelles reliées les unes aux autres

par des ponts phosphate de calcium (Fig.3) (Vuillemard et al., 2018).
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Figure 3: Structure d'une micelle de caséines (Vuillemard et al., 2018).

Les sous-micelles sont polaires en surface alors que leur centre est plus hydrophobe, formé

par les régions apolaires des caséines (Vuillemard et al., 2018). Donc, il existe deux types de sub-
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micelles : celles constituées de caséines as et B au cceur de la micelle et celles constituées de
caséines as et k. Les sous-unités riches en caséine-x se situent préférentiellement a la surface de
la micelle (Fig.4). La partie C-terminal hydrophile de la caséine-x (le caseino-macropeptide)
forme une couche de «chevelure» flexibles a la surface de la micelle stabilisant la structure
colloidale par répulsions électrostatiques et stériques entre les micelles en suspension (Léonil et
al. 2013).

sous-micelle

‘\ caséine x
Chaine saillante

pont phosphate
de calcium

caséines 2
hydrophobes ]

phosphate

Figure 4 : Assemblage des sous-micelles en micelle de caseines (Vuillemard et al., 2018).

11.2.2. Protéines du lactosérum
Les protéines du lactosérum existent principalement sous forme de monomeres ou de

diméres qui sont repliés en arrangements tridimensionnels globulaires compacts. Elles sont
sensibles a la chaleur et commencent a se dénaturer a des températures supérieures a 79°C, et
elles deviennent plus thermosensibles lorsque le pH du lait est abaissé de sa valeur physiologique
(environ 6,7 a 6,0) (Kindstedt et al., 2014).
11.3. La coagulation du lait

La coagulation du lait est une étape clé dans la production du fromage qui est
principalement influencée par la composition protéique du lait. Elle correspond a une
déstabilisation des micelles de caséine, qui floculent et s’agglomerent pour former un gel
renfermant les composants du lait solubles. La matiere grasse et les caséines sont concentrées,

tandis que les autres composants du lait, principalement 1’eau, sont éliminés avec le lactosérum

(Troch et al., 2017). On distingue trois types de coagulation selon le procéde suivi:
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11.3.1. Coagulation par acidification

La coagulation acide est induite par ’action des bactéries lactiques, qui fermentent le
lactose en acide lactique, 1’ajout direct d’acides, comme I’HCI, ou par I’utilisation de glucono-o-
lactone (GDL), qui peut étre hydrolysé en acide gluconique (Li et al., 2019). La coagulation des
caséines dans ce cas est due a une baisse de la dissociation des groupes acides de
phosphocaséinate de calcium, neutralisés par les ions H* libérés par I'acidification. Lorsque
I'environnement est enrichi en ions H*, la répulsion électrostatique diminue puis disparait. A
température ambiante et a un pH de 5,20 ; les micelles commencent a s'accumuler. La floculation
totale se produit lorsque le pH de la caséine atteint son point isoélectrique (~4,60). Le caillé
obtenu est non élastique et cassant, avec une porosité et une perméabilité élevée, mais une

capacité de drainage limitée (Fox et al. 2017).

11.3.2. Coagulation par voie enzymatique

La coagulation enzymatique est une étape essentielle dans la fabrication de la plupart des
fromages (75%). Des enzymes protéolytiques d’origine animale, végétale ou encore microbienne
sont ajoutées au lait pour la coagulation, ou les caséines sont séparées sous forme de coagulum
avec une libération du lactosérum qui en résulte (Mazorra-Manzano et al., 2018).

Les enzymes d’origine animale sont représentées essentiellement par la présure de veau,
d’agneau ou de chevreau et la pepsine porcine et de poulet (llboudo et al., 2012). Les enzymes
coagulantes différent par la vitesse a laquelle elles continuent de dégrader les caséines apres
I’hydrolyse pour la formation du gel. Seules les enzymes ayant un rapport élevé entre 1’activité
coagulante et Dl’activité protéolytique générale sont considérées comme appropriées pour la
fabrication du fromage. Un niveau élevé de protéolyse non spécifique peut conduire a la
formation d’un gel lache, des pertes élevées de protéines et de matiéres grasses, avec un

rendement réduit en fromage (Horne et al., 2017).

11.3.3. Coagulation mixte

Elle résulte de 1’action conjuguée de la coagulation enzymatique et de 1’acidification. Ce
type de coagulation est utilisée pour la production des fromages frais (petit-suisse, demi-sel), de
fromages a pate molle (Camembert) et plusieurs autres types de fromage (Jeantet et al., 2008).

11.4. Mécanisme de la coagulation enzymatique
La coagulation enzymatique du lait peut étre divisee en trois phases :
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11.4.1. Phase primaire

La chymosine attaque spécifiquement la composante qui stabilise la micelle de caséine (la
caséine-x) au niveau de la liaison Phejos-Metigs. Il y a alors coupure de la chaine peptidique en
deux segments inégaux (llboudo et al., 2012). La partie N-terminal de la molécule, appelée
paracaseine-k, reste attachée a la micelle de caséine tandis que la partie C-terminal, appelée
caséinomacropeptide (CMP) ou glycomacropeptide (GMP) est perdue dans le lactosérum (Fox et
al., 2017). Le CMP est la partie de la caséine-x qui est fortement chargée négativement et
responsable des répulsions stériques et électrostatiques. Par son action, la chymosine supprime

cette chevelure stabilisante de la micelle (llboudo et al., 2012).

11.4.2. Phase secondaire

C’est une étape de mécanisme d’agglomération encore mal connu. Lors de cette phase, les
micelles déstabilisées peuvent se rapprocher et former des liens hydrophobes par intervention des
ions calcium qui s’unissent a la partie chargée négativement des micelles, diminuant ainsi les
forces de répulsion électrostatiques auxquelles elles sont soumises, ce qui favorise leur
agrégation. Cette phase est marquée par la formation du gel. Le démarrage de cette phase
nécessite qu’au moins 85 a 90% de la caséine-k soit hydrolysé. Le CMP se détache de la caséine-
K et la micelle perd son caractére hydrophile. Il y a diminution de son degré d’hydratation et de
son potentiel de surface. Des liaisons hydrophobes et électrostatiques s’établissent alors entre les

micelles modifiées et vont entrainer la formation du gel (llboudo et al., 2012).

11.4.3. Phase tertiaire

Les micelles agrégées subissent de profondes réorganisations par la mise en place de liaisons
phosphocalciques et peut-étre des ponts disulfures entre les paracaséines. Ces mécanismes
survenant au cours des phases (2 et 3) sont assez complexes et encore mal connus (Ilboudo et al.,
2012).

I1l. Fromage
I11.1. Définition
Le fromage est un produit connu et ¢laboré par ’homme depuis des millénaires (Gillis et
al., 2018). C’est le nom générique d’un groupe de produits alimentaires fermentés a base du lait,

affinés ou non, produits dans un large éventail de saveurs et de formes a travers le monde (Fox et
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McSweeney, 2017). La transformation du lait en fromage répond au besoin de conservation des
principaux constituants du lait (Gillis et al., 2018). La composition des fromages varie en
fonction de leurs éléments nutritifs comme les protéines, les lipides, les glucides, les minéraux, le
calcium, le phosphore et les vitamines A et B. Ils jouent un réle important dans la nutrition des

personnes de tous ages et ils sont 1’un des meilleurs produits alimentaires (Cruz et al., 2011).

111.2. Classification des fromages

Le critére le plus courant pour le classement est la texture (trés dure, dure, semi dure, semi-
molle, molle), qui est principalement liée a la teneur en humidité du fromage, le type du lait, la
méthode de coagulation, la température de cuisson, la composition du fromage et les agents
d'affinage caractéristiques (Fox et McSweeney, 2017). Donc, on peut dire qu’il y a huit classes de
fromages : extra durs, a pate pilée, a pate dure, a pate ferme, a pate molle moisie intérieurement, a
pate molle et crolte lavée, a pate molle et crolte moisie, a pate fraiche (Gincul et al., 2010). Le

tableau suivant représente certaines propriétés de quelques classes de fromages.

Tableau I11: Classification des fromages (Gincul et al., 2010).

Types Caractéristiques Exemples

o . ) ) Fromages blancs,
o A Fromages qui doivent étre consommeés rapidement, ] )
Fromages a pate fraiche ) Petits-Suisses,
sont affinage. )
Demi-sel, etc.

Fermentation initiale puissante, affinage prolongé,
o souvent recouverts de moisissures blanches. Le caille
Fromages a pate molle . o ) . . Camembert
est directement moulé, légérement découpé ou bien

découpé.

o Pate renfermant moins d’eau et plus de sels minéraux | Gouda, Cheddar,
Fromages a pate ferme ]
(calcium). Tomme

Fromages a pate persillée
. . . . . Bleus, Gorgonzola,
appelés parfois : « Les Moisissures a pores bleus dans la péate. )
) Stilton, etc.
Romantiques »

Ils sont obtenus avec des fragments de fromage a |
Fromages fondus . Kiri
pate ferme et d’autres.
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111.3. Principales étapes de fabrication du fromage

Le principe de base de la fabrication du fromage soit le méme pour tous les types de
fromage mais le processus de fabrication differe selon le type (Khanal et al., 2019). Les étapes de
la transformation du lait en fromages sont la préparation du lait, la coagulation (acide, présure, ou
mixte), I’égouttage, le salage et l’affinage (Fig.5). Des actions thermiques et mécaniques
specifiques a certaines technologies peuvent également étre utilisées (Lopez et al., 2010).

N |
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: (avec ou sans action de N
Coagulation ] (avec acidification lactique)
1 [ : |
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filtration
couper couper couper
remuer remuer remuer
presser Presser chauffage
Types de Fromage fromages a pate molle FROMAGES A PATE broyage pressage
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Figure 5 : Les étapes de fabrication des différents types de fromage (Almena-Aliste et al., 2014).

111.3.1. Préparation du lait

La qualité et le type du lait influencent directement la qualité du fromage. Il est évident que
le lait provenant de différents animaux contient différents pourcentages de matieres grasses et de
protéines. Le rapport matiere grasse/protéine du lait, la teneur en calcium et le pH du lait sont des
facteurs importants pour déterminer la qualité du fromage. Ces trois parametres peuvent étre
modifiés en fonction des besoins et du type de fromage a produire (Khanal et al., 2019).

Le lait utilise pour la fabrication des fromages peut étre cru, traité thermiquement plus ou

moins intensément, homogénéisé ou non, standardisé en matiere grasse et/ou en matiere
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protéique. Le lait peut également subir une maturation biologique (Lopez et al., 2010). Apres
I'analyse du lait, ce dernier est filtré ou centrifugé pour éliminer les particules en suspension. La
pasteurisation du lait est effectuée pour tuer tous les micro-organismes pathogénes et nocifs et
pour inactiver les enzymes phosphatase et xanthine oxydase présentes dans le lait.

Selon le type du fromage, des additifs sont ajoutés avant la maturation du lait, notamment
des colorants et des sels (chlorure de calcium et nitrate de sodium). Les ferments (lactiques et/ou
d’affinage) sont ajouté a raison de 0,05 a 4% selon le type du ferment et la préférence du
fabricant (Khanal et al., 2019).

111.3.2. La coagulation

La coagulation du lait, peut étre réalisée soit par acidification, par I’ajout d’une enzyme ou
par voie mixte (Freitas et al., 2013). La plupart des fromagers choisissent un pH optimal pour
I'ajout de la présure afin de coaguler le lait, car le pH régit la nature et la vitesse de formation du
caillé (Khanal et al., 2019). Une fois la coagulation requise est obtenue, le caillé est coupé a l'aide
de couteaux ou de fils, dont le temps de coupe du coagulum varie entre 25 min et 2 h selon le
procédé et la recette. La taille des particules de caillé est principalement déterminée par le temps
et la vitesse de coupe et varie en fonction du type de fromage (Freitas et al., 2013). Le processus
de coagulation doit étre bref, rentable et bien contr6lé et ne doit pas entrainer une perte excessive
du caillé et de la matiére graisse dans le lactosérum (Khanal et al., 2019). La synthése du caillé et

I'élimination du lactosérum qui s’ensuit varient en fonction du type de fromage :

— Le caillé peut étre maintenu dans le lactosérum pendant une courte période avant
d'étre transféré directement dans des moules a fromage et égoutté, comme dans le
cas des fromages affinés a pate molle (Camembert).

— 1l peut étre brassé dans le lactosérum pendant une période plus longue, associée a
une étape de cuisson ou d'échaudage (pour les variétés Cheddar et Swiss).

— Le lactosérum est partiellement remplacé par de l'eau chaude pour obtenir une
température de 35-37°C, comme pour le fromage Gouda et I’Edam (Freitas et al.,
2011).

111.3.3. Egouttage
Il est nécessaire de séparer les particules de caillé du lactosérum libre qui les entoure pour

former le fromage. Le mélange du caillé et de lactosérum est versé dans le récipient d'égouttage
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(avec mousseline au fond), tel qu'un tamis en céramique ou un panier en osier. Le petit-lait
s'écoule alors progressivement a travers les perforations du tamis ou du panier, laissant derriere
lui une couche de caillé. L'égouttage difféere du trempage en ce sens que le caillé reste dans la
cuve utilisee pour la coagulation et la cuisson, et que le lactosérum est évacué par une vanne
munie d’une crépine pour retenir le caillé. Dans la pratique industrielle, le caillé et le lactosérum
sont également pompés de la cuve vers une table d'égouttage munie d'une base perforée qui
draine le lactosérum et retient le caillé (Kindstedt et al., 2014). Aprés 1’égouttage, le caillé est
ensuite soumis a des étapes de fabrication supplémentaires (par exemple, cheddarisation,
étirement, moulage, pressage et salage) qui sont plus ou moins spécifiques a chaque variété
(Bintsis et al., 2017).

111.3.4. Le salage

Le salage du fromage est une étape essentielle dans la transformation du produit (Cruz et
al., 2011). La concentration du sel dans le fromage varie en fonction de la méthode d'application.
Elle varie également en fonction du type de fromage; par exemple, pour le Cheddar 1,7%,
I'Emmental 0,05%, le Gouda 2%, le Bleu 4% et le Feta 7% (Khanal et al., 2019). Il influence
’activité enzymatique pendant la maturation et les especes microbiennes qui ont un impact final
sur la saveur. D’autres fonctions du sel comprennent 1’amélioration de la texture, 1’inactivation
et/ou la réduction des bactéries responsables de la détérioration de plusieurs fromages affinés
saumurés, ainsi que ’induction de la synérése du caillé (Cruz et al., 2011). Il existe trois

méthodes de salage :

— L’immersion dans la saumure dans laquelle le produit est immergée dans une
solution du NaCl a une concentration prédéterminée et est appliqué aux types de
fromage tels que I’Edam, Gouda, Provolone et Swiss.

— Salaison seche dans laquelle des cristaux de sel sont directement ajoutés au gel
formé avant son moulage et/ou pressage, en particulier appliqué sur le cheddar et
Stilton.

— Salage sec a la surface, qui consiste a ajouter du sel a la surface du fromage moulé et

qui est appliqué aux fromages tels que le bleu (Cruz et al. 2011).
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I11.3.5. L’affinage

L’affinage est le processus par lequel le fromage non affiné ou "frais" est transformé ou
"mdri" pour atteindre sa pleine maturité. 1l nécessite une combinaison spécifique de conditions
environnementales (température, humidité, environnement physique, présence d'une microflore
indigene spécifique, etc.) et de manipulations physiques (frotter, gratter, tourner, laver, etc.) qui
sont effectuées par le fabricant (Kindstedt et al., 2014). Le fromage est stocké a une température
et une humidité relative prédéterminées pendant une période variable (Freitas et al., 2013). La
durée d'affinage peut étre des semaines, des mois ou des années selon les fromages (Kindstedt et
al., 2014).

La qualité organoleptique finale du fromage est déterminée par les changements physiques
et chimiques qui se produisent pendant la maturation. Les réactions biochimiques primaires de
I'affinage du fromage, qui conduisent au développement de I'aréme et de la texture du fromage,
comprennent principalement la glycolyse, la protéolyse et la lipolyse. En outre, les réactions
secondaires, telles que la déphosphorylation des protéines et le métabolisme des acides aminés,
sont importantes.

— La glycolyse consiste a convertir le lactose en acide lactique par le biais des cultures
starters et le catabolisme de 1’acide lactique et du citrate en d’autres composés sous
I’action des cultures secondaires d’affinage ;

— La protéolyse consiste a hydrolyser les caséines en peptides par le biais des
endopeptidases et la transformation des peptides libérés en acides aminés sous 1’action
des exopeptidases ;

— La lipolyse consiste a hydrolyser les triacylglycérols, di- et monoacylglycérols en
acides gras libres par le biais des lipases et des estérases provenant de diverses sources

(a partir du lait natif et/ou des cultures secondaires ajoutées) (Freitas et al., 2013).

IV. Sources de protéases exploitées

Les enzymes sont de plus en plus utilisées dans le monde industriel a cause de leurs
nombreuses propriétés intéressantes. Au cours de notre travail, nous avons exploité trois sources
differentes de protéases : animale (pepsine de poulet), végétale (le latex du figuier ; Ficus carica)
et microbienne (protéase fongique de Mucor circinelloides).
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IV.1. Source animale

Les enzymes coagulantes d’origine animale sont produites au niveau du tube digestif. Elles
sont responsables de la digestion des protéines alimentaires par hydrolyse des liaisons
peptidiques. Elles sont sécrétées sous formes inactives (proenzymes ou zymogenes) puis
elles deviennent actives sous I’action de I’acide gastrique (Kahlouche, 2018). Les extraits
animaux sont principalement constitués de trois enzymes, appartenant a la famille de Pepsin-
Like des protéinases aspartiques: chymosine (EC.3.4.23.4), pepsine A (EC.3.4.23.1) et
gastricsine (EC.3.4.23.3). La proportion de ces enzymes dépend du régime alimentaire et de
I’age de I’animal a 1’abattage (Corredig et Salvatore, 2016). Plusieurs protéases d’origine animale
sont utilisées pour la fabrication des fromages. La trypsine et la chymotrypsine entrainent des
modifications profondes des modalités de fabrication et de la qualité des produits finis dues a la

forte activité protéolytique (Kahlouche, 2018).

La pepsine est I’'une des protéases d’origine animale qui ont été expérimentées pour une
utilisation potentielle dans 1’industrie fromagére comme substituants de la présure. La pepsine de
poulet est connue dans le sud d’Algérie depuis une époque lointaine et est utilisée dans la
fabrication du fromage traditionnel connu comme "Takammérit" (Benyahia-Krid et al., 2017).
Elle est nommée pepsine C, extraite de proventricule de poulet (Gallus gallus), qui est situé
Iégerement a gauche dans la cavité abdominale (Fig.6). Il correspond a un renflement fusiforme
(de 3 cm de long en moyenne chez la poule) dont la muqueuse est trés riche en glandes a mucus.
La paroi interne, trés épaisse, est formée de lobules dont chacun constitue une glande (Bachir et
Rahmouni, 2011). Les glandes de type tubulaire ont des orifices formant des rangées de
mamelons visibles a 1'ceil nu. Les alvéoles de ces glandes sont bordées de cellules spécialisées
oxyntico-peptiques secrétant a la fois de I'acide chlorhydrique et une proenzyme protéolytique :

le pepsinogene (Alamareot, 1982).
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Figure 6 : Vue ventrale du tractus digestif du poulet (Bachir et Rahmouni, 2011).

Le pepsinogene du poulet est composé de 387 acides aminés avec un poids moléculaire de
43 kDa. Alors que la pepsine est composée de 308 résidus d’acides aminés avec un poids
moléculaire de 35 kDa. Le pH optimum de la pepsine de poulet est de 2.80, reste stable a pH 8
et devient complétement inactive a pH 8,50 (Bohak, 1969).

Certains succédanés d’origine animale comme la pepsine de poulet peuvent étre considérés
comme des produits de remplacement acceptables de la présure de veau, mais elle attaque plus
rapidement la caséine-os par comparaison a la présure (Talantikite, 2015). En outre de
I’utilisation de pepsine pour cailler le lait pendant la fabrication du fromage, elle est également
employée pour une variété d’applications dans la fabrication alimentaire : pour faire des céréales
précuites en céréales instantanées chaudes et pour enlever les poils et les tissus résiduels des

peaux dans I’industrie de la cire (Benyahia-Krid et al., 2017).

IV.2. Source végétale

Ficus carica Linn est I'une des cinq plantes mentionnées dans le Coran (Alamgeer et al.,
2017). Cette espéece diploide (2n=26) de la famille des Moracees (Guasmi et al., 2006) est un
arbre originaire du sud-ouest de 1’Asie et de la Méditerranée orientale (Mawa et al., 2013). Les
conditions favorables a la croissance sont un faible taux d’humidité (inférieur a 25%), le
rayonnement solaire intense, les températures estivales élevées (environ 32 a 37°C) et les hivers

modéres (avec des températures supérieures a 1°C) (Crisosto et al., 2011).
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F. carica est cultivé depuis longtemps dans différents endroits du monde pour ses fruits
comestibles (Mawa et al., 2013). Chaque année, plus d’un million de tonnes de figues fraiches
sont récoltées dans le monde. L’Algérie produit 12,54% de la récolte mondiale de figues
(Mahmoudi et al., 2018). Elle est classée la troisiéme parmi les principaux pays producteurs de
figues dans le monde, apres la Turquie et I’Egypte. La majeure partie de la production de figuiers
algériens provient de régions montagneuses (Bejaia, Tizi Ouzou et Sétif), ou elle est considérée
comme la culture fruitiére la plus importante aprés 1’olive (Boudchicha et al., 2018).

Le latex de F. carica est encore utilisé aujourd’hui dans la production du fromage artisanal
(Lomolino et al., 2015) et du yaourt pour améliorer I’activité probiotique, également dans

I’industrie des boissons et en boulangerie (Rasool et al., 2023).

IV.2.1. Classification et systématique
Le genre Ficus est 1’'un des plus grands genres d’angiospermes et comprend un nombre de
600 a 2000 espéces (Crisosto et al., 2011; Giordano et al., 2020). D’aprés Badgujar et al. (2014),

la classification botanique de F. carica est comme suivant :

Régne  : Plantae— Plantes

Division : Magnoliophyta —Plantes a fleurs
Classe  : Magnoliopsida — Dicotylédones
Ordre  : Urticales

Famille : Moraceae

Genre  : Ficus

Espece :F.carica Linn

IV.2.2. Description botanique

F. carica est un arbre a feuilles caduques d’environ 3 a 6 m de hauteur avec de nombreuses
branches étalées et un tronc souvent tortueux. Ses racines sont abondantes, étroites et
généralement peu profondes. Son bois est mou et condensé (Fig.7) (Crisosto et al., 2011,
Badgujar et al., 2014).
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Figure 7: Arbuste de F. carica L. (Mcgovern et al., 2002).

Les feuilles de la plante sont vertes, simples, alternes et grandes. Elles sont plus ou moins
profondément lobées avec 1 a 5 sinus, rugueux sur la surface supérieure et poilus doux sur la face
inférieure (Fig.8) (Badgujar et al., 2014).

Figure 8: Aspect des feuilles de F. carica (Face supérieure et inférieure) (Badgujar et al., 2014).

Les fleurs sont unisexuées, minuscules, étroitement groupées sur la face interne d'un grand
réceptacle creux, extérieurement en forme de poire, soutenu a la base par plusieurs bractées
larges, lisses et écailleuses, et perforé a I'apex par un orifice fermé par de nombreuses petites
écailles (Salma et al., 2020). La partie supérieure du réceptacle est occupée par des fleurs
femelles et la partie inférieure par des fleurs méles (Badgujar et al., 2014).

Le fruit de la figue est issu d'une inflorescence complexe appelée sycone, qui renferme des
centaines de fruits (Crisosto et al., 2011). Les graines peuvent étre tardives, moyennes, petites ou
minuscules et leur nombre varie de 30 a 1600 par fruit. Les graines comestibles sont nombreuses

et généralement creuses, sauf si elles sont pollinisées. La « figue » mdre a une pelure dure (verte
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pure, verte avec brun, brun ou violet), se fissure souvent et expose la pulpe en dessous (Fig.9)
(Badgujar et al., 2014).

Figures 9: Latex, fruit non mdr et mdr de F. cariais (Michel, 2015; Salma et al., 2020).

Toutes les parties de la plante (rameaux, feuilles, fruits) contiennent un latex irritant. Le
latex de la plante est blanc laiteux et contient principalement la Ficin, qui est une enzyme
protéolytique (Fig.9) (Badgujar et al., 2014).

IV.3. Source microbienne

Les microorganismes représentent une excellente source de protéases produites par une
grande variété de bactéries et des champignons. Elles représentent 40% des enzymes du marché
mondial. Les champignons filamenteux ont une capacité extraordinaire de sécréter des protéines

fonctionnellement actives (Ward et al., 2009).

Le genre Mucor appartient a D’ordre le plus important des Mucorales, un groupe
phylogénétiguement ancien de champignons appartenant aux « premiers champignons
divergents ». Depuis la premiére observation microscopique d’un spécimen de Mucor en 1665
jusqu’a maintenant, plusieurs centaines d’espéces potenticlles de Mucor ont été signalées. Les
Mucor spp. sont communes et principalement saprotrophes. Ces micro-organismes omniprésents
peuvent coloniser des environnements multiples (Lebreton et al., 2020). La plupart des especes
Mucor vivent sur des matieres végétales ou animales en décomposition mais aussi dans le sol
(Talantikite et al., 2015).

Leurs spores asexuées, habituellement dispersées par le vent, se développent dans les
sporanges a I’extrémité des hyphes aériens. Les hyphes des Mucor sont généralement siphonnés
et larges avec un diametre pouvant atteindre 15 um. La reproduction sexuée produit des

zygotes durs, entourés par une paroi épaisse appelés zygospores; qui restent dormants,
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quand I’environnement est trop défavorable pour la croissance (Talantikite et al., 2015). Les
spores de Mucor possédent une grande capacité d'absorption d’humidité, d'adhérence a diverses
surfaces et de dispersion dans l'air humide. Si elles trouvent un substrat propice, elles ont la

capacité de germer rapidement dans leur environnement (Lebreton et al., 2020).

I1VV.3.1. Classification

Le genre Mucor fait partie du regne des myceétes (fungi), division des Amastigomycota,
classe des Zygomyceétes, ordre des Mucorales, famille des Mucoraceae. Les genres Rhizopus,
Absidia et plusieurs autres sont inclus dans cette famille. La différenciation entre les especes du
genre Mucor sp. se base sur la couleur, I'aspect, la vitesse d'envahissement,...etc. Le genre Mucor
comprend différentes especes et parmi ces espéces beaucoup sont rencontrées dans les fromages
(presque 30 especes), dont certaines sont beaucoup plus fréquentes que d’autres (Morin-Sardin et
al., 2017).

IVV.3.2. Les caractéristiques morphologiques

En général, les familles et les taxons de Mucorales se distinguent les uns des autres par la
morphologie des structures reproductrices asexuées, en particulier les caractéristiques des
sporangiophores, des sporanges, des columelles et des sporangiospores. La famille des
Mucoraceae, qui comprend Mucor, est caractérisée par des sporanges multi-spores avec des
columelles. En outre, les rhizoides et les stolons sont soit tres réduits ou complétement absents
chez les membres de cette famille. Les arthrospores sont formés dans des conditions
nutritionnelles ou environnementales défavorables par la septification d’hyphes normalement

ceenocytiques, suivie par la fragmentation des hyphes (Fig.10) (Botha et Botes, 2014).

M. circinelloides est un champignon dimorphique non pathogéne qui peut se présenter
sous deux formes, moisissure et levure. Il est ubiquitaire et transmis par voie asexuée avec deux
types de sporangiospores ; ramifié et allongé. Les sporanges les plus grands, blancs et changent
graduellement leur couleur au brun verdatre, font partie des sporangiospores allongés. Ils sont de

forme globulaire avec une taille de 40-80 um ; appelés «tétes flottantes» (Fazili et al., 2022).
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Figure 10: Caractéristiques morphologiques typiques des champignons appartenant au genre
Mucor (Botha et Botes, 2014).

1VV.3.3. Applications de M. circinelloides

M. circinelloides est considéré comme une « usine de cellules microbiennes » en raison de
sa capacité a produire plusieurs enzymes (Fazili et al., 2022). 1l est utilisé dans la fabrication de
différents types de fromage pour lui donner sa saveur caractéristique, la texture et la couleur
jaune-brun (Metin et al., 2018). Il est fréquemment rencontré en industrie agroalimentaire ou
certaines souches peuvent contribuer positivement au développement des qualités
organoleptiques et nutritionnelles de nombreux produits fermentés et aussi pour 1’étude de
I’accumulation de lipides et est considéré comme un organisme exemplaire pour la génération

d’acides gras et d’autres composés bioactifs essentiels (Fazili et al., 2022).

V. La présure
La présure de veau est composée de 80 % de chymosine et 20% de pepsine, c’est la plus
ancienne enzyme de coagulation du lait. Elle est toujours la plus largement utilisée dans les
procédures de fabrication de fromage. Les propriétes coagulantes de la présure de veau sont
principalement dues a la chymosine, une protéase aspartique considérée comme le meilleur agent
de coagulation en raison de sa haute spécificité pour le clivage de la K -caseine de la liaison
peptidique Phe 105- Met 106 (kumar et al., 2006 ; Kurutahalli et al. 2010 ; Esposito et al., 2016 ).
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V.1. Origine et dénomination

La présure de veau est la préparation coagulante traditionnelle la plus utilisée pour la
coagulation du lait (Alais, 1984 ; Wigley, 1996). De faibles quantités sont obtenues a partir de
I’estomac de chevreau et d’agneau. La dénomination présure est réservée a 1’extrait coagulant
provenant de la quatrieme poche de 1’estomac de veau de lait appelée abomasum ou caillette. Elle
renferme deux enzymes actives. La chymosine est la protéase majeure responsable d’au moins
85% de I’activité coagulante totale le complément est apporté par la pepsine. On observe les plus
fortes teneurs en chymosine chez les animaux non sevrés ; dées que la ration alimentaire renferme
des aliments solides et que le jeune animal commence a brouter, la proportion de chymosine
chute trés fortement ; a I’inverse, la pepsine devient dominante et caractérise la sécrétion

stomacale du mammifere adulte (Garg et al, 1993).

V.2.Composition de la présure
V.2.1. Chymosine

La chymosine est la protéase majeure responsable d’au moins 85% de 1’activité coagulante
totale (Ramet, 1997). Elle est synthétisée sous forme de prochymosine, activée sous 1’action du
suc gastrique acide. Elle subit alors une conversion en chymosine active. La chymosine C’est une
holoprotéine de 35,6 kDa, appartenant au groupe des protéases acides (pH optimal entre 4 et 5),
stable a pH 5,3 — 6,3, inactivée a 7,5, dénaturée a 8. Sa température optimale d’action est voisine
de 40°C. I’inactivation thermique a lieu a 50° C, elle est totale a 61° C (Lenoir et al., 1985 ;
Scriban, 1999).

La chymosine bovine est une protéine globulaire constituée de 323 résidus et présentant
une homologie de séquence de 55% avec pepsine. La chymosine de veau naturelle se trouve sous
trois isoformes : A, B et C. La différence entre A et les formes B sont liées a un acide aminé
différent résidu en position 243 de la chaine moléculaire, qui est un Asp sous la forme A et un
Gly dans le B forme (Chitpinityol et Crabbe, 1998). La Chymosine C apparait comme étant un
produit de dégradation de la Chymosine A (Danley et Geoghegan, 1988).

V.2.2.Pepsine

La pepsine est le constituant mineur de la présure dont la sécrétion gastrique ne devient
prépondérante qu’apreés sevrage (Ramet, 1997). Elle est produite sous forme d’un précurseur
inactif, le pepsinogéne. La forme pepsine active est obtenu par acidification, la pepsine a un poids

moléculaire de 35 kDa (Alais, 1984). La pepsine est une protéase acide qui se trouve dans

25 | Page



Chapitre I Partie Bibliographique

I'estomac de la quasi-totalité des vertébrés ; elle présente une activité optimale entre pH 1 et 2,
tandis que le pH optimal de I'estomac est de 2 a 4. La pepsine est inactivée au-dela de pH 6,0.
L'enzyme catalyse I'hydrolyse des liaisons peptidiques entre deux acides aminés hydrophobes.
(Rao et al., 1998) A I'opposé de la chymosine, la pepsine posséde une activité protéolytique
élevée et une faible activité coagulante. Bien que la pepsine puisse coaguler le lait, elle a
tendance a étre associée a des pertes de matiére graisse plus importantes au cours de la
fabrication du fromage (Garg et al., 1993).

La pepsine est relativement stable a des pH compris entre 5 et 55. Son activité
enzymatique est plus élevée entre pH 1 et 4 avec un maximum vers 1,8 et varie selon la nature du
substrat. C’est une enzyme thermosensible en solution au-dela d’une température de 55°C. Elle
est dénaturée par des températures de 70°C (Graiday, 1978). Les pepsinogenes sont synthétisés
dans la muqueuse gastrique et convertis par autocatalysation en leur forme active correspondante
dans I'environnement acide du suc gastrique, en libérant les segments d'activation du NH 2 -
terminal. Jusqu'a présent, cinq groupes de pepsinogenes ont été classés, a savoir les pepsinogénes
A, B et F, la progastricine (ou propepsine C) et la prochymosine, principalement présentes dans
le suc gastrique des mammiféres foetaux et nouveau-nés (Kageyama, 2002). Les pepsines ont en
commun, la propriété de cliver les substrats protéiques, tels que I’hémoglobine dénaturée,
I'albumine sérique et les oligopeptides appropriés, dans des conditions de pH acide (Wu et al.,
2009)

V.3.Succédanés de présure

La production de fromage a connu une augmentation considérable d'environ 3,5 fois depuis
1961. Cependant, l'approvisionnement en présure a diminué en raison de divers facteurs,
notamment la disponibilité limitée des estomacs de ruminants. Des éléments tels que le co(t éleve
de la présure, des considérations religieuses (comme l'islam et le judaisme), des régimes
alimentaires végétariens, ainsi que l'interdiction de l'utilisation de présure de veau recombinante
dans certains pays comme la France, I'Allemagne et les Pays-Bas ont encouragé la recherche de
sources alternatives d'enzymes de coagulation du lait. De plus, I'extraction et la purification de la
présure de veau impliquent plusieurs étapes et opérations, ce qui rend I'approvisionnement en
enzymes coagulantes codteux et laborieux (Puglisi et al., 2013). Etant donné I'expansion de la
production de fromage a I'échelle mondiale, la quéte de substituts s'est intensifiée (Merheb-Dini
etal., 2010).
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La recherche s'est principalement concentrée sur le développement d'enzymes coagulantes
pouvant remplacer la présure de veau dans le processus de fabrication du fromage. Ces
alternatives incluent des enzymes d'origine microbienne, végétale, animale et méme des enzymes

recombinantes obtenues grace a la biotechnologie (Shah et al., 2014).
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Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de Biochimie, Département de Biologie,
Faculté SNV-ST (Université de Bouira), ainsi qu’au niveau de I’entreprise Faiz-lait et Produits
Laitiers (Corso, Wilaya de Boumerdes) durant la période 23/05/2023 jusqu’a 23/06/2023. Les

objectifs de notre étude s’articulent autour des points suivants:

v Déterminer le pouvoir coagulant des enzymes extraites de proventricules de poulet, du

latex de figuier et produites par la souche fongique M. circinelloides.

v' Evaluer la capacité de ces enzymes a coaguler le lait de vache dans le but de produire le

fromage frais et camembert , par comparaison a la présure commerciale.

I. Matériel

I.1. Matériel non biologique
Les produits chimiques, les appareilles ainsi que la verrerie utilisée au cours de nos

expériences au niveau des deux laboratoires sont indiqués dans 1’ Annexe 1.

I.2. Matériel biologique
Le matériel biologique exploité durant notre étude correspond au:
e Proventricules du systeme digestif de poulet.
e Latex de figuier (F. carica L.).

e Lasouche fongique M. circinelloides.

1.2.1. Préparation des proventricules

Les proventricules sont obtenus a partir d'une boucherie Tallab située dans la région d'Ain
Bessam (Wilaya de Bouira). Aprés I'abattage et I'éviscération des poulets, les proventricules sont
séparés du tube digestif par une incision au niveau de la partie supérieure, qui est reliée au jabot,
et au niveau du col inférieur, qui est relié au gésier. Les proventricules de poulet, pesant environ
60g, sont ensuite réfrigérés et transportés vers le laboratoire. A 1’arrivage, ils sont immédiatement
ouverts par une incision longitudinale et vidés des particules alimentaires qui adhérent aux parois.
Apres ringage a I’eau courante, la matiére grasse qui recouvre les proventricules a été entierement
éliminée. Les proventricules sont ensuite conservés a -18°C jusqu'a leur utilisation ultérieure
(Fig. 11).
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o

Figuré 11 : préparation des proventricules de poulet (aveht et apres incision).

1.2.2. Récupération du latex de figuier
Le latex du figuier est un liquide l1égérement visqueux de couleur blanche qui s'écoule
des feuilles et des fruits lorsqu'ils sont séparés des tiges ou lorsque de jeunes rameaux sont
brisés. Il est composé de caoutchouc, de résine, dalbumine, de sucre, d'acide malique,
d'enzymes protéolytiques diastase, estérase, lipase, de catalase et de peroxydase (Joseph et al.
2011).
Ce latex a été récolté dans la région de Bouira vers la fin du mois d’Avril 2023 (Fig. 12).
Dans le but de caractériser I'extrait enzymatique du latex, ce dernier a été conservé dans des tubes

a essai propres jusqu’a I’utilisation.

Figure 12: Méthodologie suivie pour récupérer le latex du figuier.
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1.2.3. Préparation de la souche fongique
La souche utilisée dans cette étude est M. circinelloides. Elle est maintenue en survie sur

milieu PDA incliné en tubes (voir composition Annexe 2). La revivification de la souche a été
réalisée sur le méme milieu en boites de Pétri, par ensemencement avec quelques fragments

mycéliens. Les boites ont été incubées par la suite pendant 5 a 7 jours a 28 + 2°C.

La récupération des spores, dans le but de préparer I’inoculum, a été réalisée en ajoutant
une solution stérile de Tween 80 a 0,1% (v/v) dans chaque boite de Pétri (Agrawal et al., 2005)
(Fig. 13). Les spores fongiques sont mises en suspension par un grattage léger de la surface de
gélose avec une anse de platine. Une filtration sur papier filtre stérile assure 1’élimination des
débris de mycélium (hyphes) et de milieu (gélose). 1 mL de la suspension contenant environ 12,6
x 107 spores/mL, déterminé a 1’aide d’un spectrophotomeétre a 600 nm, a été utilisé comme

inoculum.

Figure 13: Préparation de la suspension de spores de M. circinelloides.

I1. Méthodes
11.1. Extraction de la pepsine de poulet
Pour l'extraction, nous avons commencé en premier lieu par la décongélation des
proventricules & température ambiante (20 & 25°C). Ensuite, les proventricules ont été hachés
dans un hachoir a viande avec une vitesse de 5000 tours par min pendant 10 secondes. Une
quantité de 40 g de proventricules hachés a été introduite dans un Erlenmeyer de 250 mL, puis

additionnée d’eau distillée utilisée comme le solvant d’extraction (1:3 ; p/v). La pepsine de poulet
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a été extraite ensuite par sonication a 4°C pendant 3 h, en utilisant une fréquence constante de 40
kHz (Fig. 14) (Bensmail et al., 2017).

Figure 14: Extraction de la pepsine de poulet par sonication.

Aprés filtration de 1’extrait obtenu sur une gaze, 1’activation de I'enzyme récupérée (la
pepsinogene) a été réalisée en abaissant le pH du filtrat par ’'HC1 3 N jusqu'a pH 2 pendant 15
min. Par la suite, le pH a été ajusté de nouveau a 6,40 en utilisant une solution de soude (NaOH 1
N). Une centrifugation & 9000 rpm pendant 30 min a été effectuée dans le but d’éliminer les

débris restants. Le surnageant ainsi obtenu a été conservé a 4°C jusqu'a son utilisation ultérieure.

11.2. Extraction de la ficine

Le latex décongelé de F. carica a été mélangé avec le tampon phosphate de potassium
0,1M; pH=5,5 (1:3 ; v/v) contenant de ’EDTA a 5 mM (voir préparation Annexe 2). Le mélange
obtenu a été centrifugé a 9000 rpm pendant 15 min a 4°C. Le surnageant récupéré a l'aide d'une

micropipette a été conservé a 4°C jusqu’a dosage (Bensmail et al., 2022a).

11.3. Production de la protéase fongique par SSF

Dans des Erlenmeyers de 250 mL, nous avons introduit 10 g de son de blé avec 0,1 g de
sulfate d'ammonium ((NH4 ), SO, ), puis humidifié le mélange avec 10 mL de la solution saline
M-9 (pH 4,23) ayant la composition suivante (g/L): NaH2PO4 12,8 ; KH2PO4 3 ; NaCl 0,5;
NH4CI 1 ; MgS0O4.7H20 0,5 ; CaCl2.2H20 0,01 (Tunga et al., 1998). Les Erlenmeyers ont été
ensuite bouchés avec du coton carde et coiffés avec du papier aluminium, pour les préparer a la

stérilisation (121°C pendant 20 min). Aprés refroidissement, chaque milieu a été inoculé avec
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ImL de la suspension fongique, distribué de maniére homogéne sur le substrat, puis incubés a

25°C pendant 72h (Fig. 15) (Bensmail et al., 2019).

Figure 15: Production de la protéase fongique par M. circinelloides (aspect des Erlenmeyers avant

et apres la SSF).

A la fin de la fermentation, nous avons procédé & I'extraction de la protéase fongique a
partir des milieux fermentés, en ajoutant le tampon citrate/phosphate de sodium pH 4 (1:5 p/v)
(voir préparation Annexe 2). Aprés agitation a 250 rpm pendant 3 h a 20°C (Fig. 16), le mélange
a été filtré a travers une gaze, puis le filtrat a été centrifugé a 9000 rpm pendant 10 min a 4°C. Le

surnageant récupéré constitue 1’extrait enzymatique brut (Bensmail et al., 2022b).

S —

Figure 16: Processus d'extraction par le systeme d'agitation horizontale.
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11.4. Essai de pré-purification
11.4.1. Précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium
e Principe
Cette technique consiste a ajouter du sulfate d'ammonium a une solution protéique, ce qui
entraine la déshydratation et la neutralisation des protéines. En conséquence, cela provoque le
phénomene de relargage salin, qui permet aux protéines de conserver leur conformation native et

peuvent étre dissoutes de nouveau sans dénaturation (Burgess, 2009).
e Mode opératoire

Les trois extraits enzymatiques bruts ainsi obtenus ont été soumis & une précipitation
différentielle au sulfate d'ammonium avec des taux de saturation bien définis: 20-70% pour
I’extrait enzymatique de M. circinelloides (Bensmail et al., 2019), un taux de 50% et de 70%
pour les extraits bruts de pepsine et de ficine, respectivement (Bensmail et al., 2017; 2022a). La
quantité en sel nécessaire pour atteindre le taux de saturation désiré a été calculée selon
I’équation (1). Cette étape a été conduite sous agitation douce a 4°C, dont les quantités pesées ont
été ajoutées graduellement pour chaque extrait.

_ 515(X-Xo)

(8) =T sy (80-4°C) (1) (Bollag et al., 1996)

Ou:
m: masse de (NH4)2SO4 a ajouter pour 1 L de solution;
X: taux de saturation a atteindre;

Xo: taux de saturation initiale.

Aprés avoir laissé les solutions enzymatiques saturées pour décanter pendant 18 h a 4°C,
nous avons procédé a une centrifugation a 9000 rpm pendant 20 min. Le culot contenant la ficine
a éte re-suspendu dans un volume faible du tampon phosphate de potassium (0,1 M; pH 5,5),
alors ceux de la pepsine et de M. circinelloides ont été solubilisés dans le tampon citrate/
phosphate de sodium (0,1 M) a pH 5,2 et 4, respectivement. Tous les extraits enzymatiques

récupérés ont eté soumis a une dialyse dans le but d’éliminer le sel résiduel.
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11.4.2. Dialyse
e Principe
La dialyse est une méthode de séparation qui permet I'élimination des ions ou des petites
molécules d'une solution macromoléculaire, en les faisant passer a travers une membrane

agissant comme un tamis moléculaire (Hamrani, 2008).

e Mode opératoire

Une fois la précipitation par le sulfate d'ammonium est achevée, nous avons procédé a la
dialyse des culots récupérés et solubilisés dans des volumes minimums du tampon adéquat. Pour
cela, nous avons utilisé une membrane semi-perméable avec un Cut Off de 12-14 kDa (diamétre
de pores). Apres la préparation des boudins, et I’introduction des extraits précipités, la dialyse a
été conduite pendant 24 h a 4°C et sous faible agitation contre le tampon adéquat, en le
renouvelant chaque 2 h afin d’accélérer la sortie du sel. La derniere dialyse a été réalisée pendant

toute la nuit sans renouvélement.

11.4.3. Lyophilisation

C’est la derniere étape aprés la dialyse. C’est une méthode de concentration et de
conservation des produits par déshydratation, qui implique la sublimation de la glace. Cela
signifie que l'eau passe directement de I'état solide a I'état gazeux sans passer par I'état liquide
(Hamrani, 2008).Les extraits dialyses ont été concentrés et déshydratés suite a une étape de

lyophilisation conduite pendant 24 h a 4°C.

11.5. Méthodes de dosage
Aprés chaque expérience (extraction, précipitation différentielle et lyophilisation), trois
méthodes de dosage ont été réalisées. Toutes les manipulations ont été effectuées en triplicata et

les résultats sont exprimés en moyenne + écart type.

11.5.1. Détermination de I’activité coagulante (AC)
L activité coagulante est déterminée par mesure du temps de floculation selon la méthode
d’Arima et al. (1970). Le temps de floculation est I’intervalle de temps compris entre le moment

de I’emprésurage et I’apparition des premiers flocons de caséines visibles a I’ceil nu.

La methode consiste a ajouter 1 mL de I'extrait enzymatique a 10 mL d'un substrat

standard pré-incubé a 35°C pendant 15 min. Ce substrat était préparé en dissolvant la poudre du
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lait écrémé a 10% (p/v) dans une solution de CaCl (0,01 M), puis en ajustant le pH a 6,40 avec
une solution de NaOH 0,1 N et/ou HCI 0,1 N.

L'activité coagulante a été exprimée en force coagulante de Soxhlet, qui correspond au
nombre d'unités de poids ou de volume du lait coagulable en 40 min & 35°C par unité de poids ou
de volume de la préparation enzymatique, selon la relation suivante :

2400X V-

F (US/mL) =——
TXVZ

V1: volume du lait a coaguler;

V2: volume de la solution enzymatique;

T: temps de coagulation du lait exprimé en secondes.

11.5.2. Dosage des protéines
e Principe
La concentration en protéines des extraits enzymatiques a été déterminée selon la méthode
de Bradford (1976). Cette méthode se base sur la liaison du colorant Bleu Brilliant de
Coomassie G250 a la protéine. A faible pH, le colorant libre présente une absorption maximale a

470 et 650 nm, mais lorsqu'il est lié a une protéine, son pic d'absorption se déplace a 595 nm.

e Mode opératoire

Pour déterminer la concentration en protéines des extraits enzymatiques, une courbe
d'étalonnage a éte établie en utilisant des dilutions allant de 0 a 100 ug/uL, préparées a partir
d'une solution mére de BSA (sérum albumine bovine) a 1 mg/mL (voir Annexe 3). Les
échantillons ont été traités de la méme maniére que la courbe d'étalonnage, ou 100 pL de chaque
extrait ont été mélangés avec 3 mL du réactif de Bradford (voir préparation Annexe 2). Aprés
incubation pendant 5 a 10 min a I’abri de la lumiére, ’absorbance a été lue a 595 nm contre le

blanc contenant le méme volume de 1’eau distillée.

11.5.3. Mesure de I’activité protéolytique (AP)

Cette mesure est effectuée selon la méthode décrite par Anson (1938). L’objectif de la
mesure de cette activité est I’évaluation du taux de dégradation de la caséine (substrat) par
I’extrait enzymatique et d’évaluer le rapport AC/AP. L’addition du TCA dans le milieu
réactionnel arréte la réaction et une centrifugation permet de séparer le précipité de caséine

(culot) et le produit d’hydrolyse (surnageant) solubilisé dans le TCA. Le dosage de I’hydrolysat
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dans le surnageant (des peptides) est réalisé selon la méthode préconisée par Lowry et al.

(1951).

Les résultats s’expriment en terme de concentration de tyrosine en pg/mL d’extrait

enzymatique par référence a un courbe étalon établi a partir de concentrations croissantes en

tyrosine varient de 20 a 100 pg/mL (voir Annexe 3). Pour 1’étude de I’activité protéolytique des

extraits enzymatiques, la manipulation a été réalisée en deux étapes: la réaction enzymatique

(action de I’enzyme sur le substrat qui est la caséine) et le dosage de I’activité en mesurant la

quantité des produits formés (Tableau V1).

Tableau IV: Préparation du mélange réactionnel et dosage de 1’activité enzymatique.

Numéro de tube Blanc 1 2
Solutions
Extrait enzymatique (mL) - 0,5 0,5
Solution de caséine a 2,5% 2,5
dans le tampon (mL)
Vol de Tampon (mL) 1 0,5 0,5

Bien mélanger et placer

au bain marie a 40°C pendant 30 min

TCA 4% (mL)

5

Centrifugation (9000 rmp, 10 min)

Le filtrat constitue la solution contenant les produits de la réaction

Produit de la réaction Blanc F1 Filtrat 1 Filtrat 2
Vol prélevé (mL) 1 1 1
Tampon citrate P de Na (mL) 1 1 1
Na,COsa 2% (p/v) 2,5

Agiter correctement puis lai

sser stabiliser le mélange pendant 10min

Réactif de Folin dilué

0,5

Mélanger de nouveau rapidement et énergiquement aprés chaque addition du
réactif de Folin et laisser reposer a I’ombre pendant 30 min

A (750 nm)

0

?

?

11.6. Fabrication du fromage

Dans chaque essai, un volume de 4,4 L du lait de vache a été utilisé pour la fabrication du

fromage frais. Le lait utilisé dans chaque essai a été collecté dans la région de Boumerdes. De

plus, des volumes différents d'extraits enzymatiques lyophilisés ont été utilisés pour les essais

gue nous avons entrepris.

36 |Page



Chapitre 11 Matériel & Méthodes

11.6.1. Fromage frais

Le fromage frais se caractérise par une texture douce, crémeuse et humide. Il est
géneralement fabriqué a partir du lait de vache, de chevre ou de brebis, non affiné, et il est
souvent consommeé rapidement aprés sa fabrication, sans subir un processus de vieillissement
prolongé. La méthode de fabrication du fromage frais peut varier, mais elle implique
généralement la coagulation du lait a l'aide d'un agent coagulant, suivi de I'égouttage du petit-

lait pour obtenir une consistance plus épaisse (Coulon et Desachy, 2019).

11.6.1.1 Processus de fabrication du fromage frais
Le fromage frais est fabriqué avec du lait de vache pasteurisé (4,4 L) a 90°C pendant
quelques minutes, puis refroidi rapidement jusqu’a 36-38°C, par la suite 1,76 mL de CaCl»

(36%, p/v) a été ajouté pour améliorer le processus de coagulation.

Le processus de fabrication de ce fromage comprend une étape de coagulation totale
qui se produit aprés 25 a 40 min, grace a l'acidification du lait causée par l'action des
ferments lactiques ajoutés a raison de 0,2 g avec I’addition de 0,025% de présure (CHY-
MAX Plus, Chr. Hansen, France, 190-200 IMCU/mL), d’extrait coagulant de M.
circinelloides et de pepsine de poulet, avec 0,029% d'extrait enzymatique de F. carica.
Chaqgue enzyme a une activité coagulante spécifique .

Le fromage est ensuite découpé, légérement brassé et égoutté pendant une période
prolongée de 4 heures dans des moules recouverts de toiles. Aprés cette étape, nous avons
mélangé le fromage égoutté a l'aide d'un mixeur. Les différents échantillons du fromage obtenus
ont été conditionnés dans des boites recouvertes de papier cellophane, ce qui garantit une

conservation jusqu'a 15 jours a 4°C.

11.6.2. Fromage a pate molle type Camembert

Les fromages tels que le Camembert, le cheddar, le brie et le gruyére sont définis par le
Codex Alimentarius et peuvent étre fabriqués dans le monde entier. Le Camembert est un
fromage a pate molle qui subit un affinage en surface, principalement grace a des moisissures. Il
est généralement présenté sous la forme d'un cylindre plat pesant entre 80 g et 500 g (Laurent,
2015), avec un diamétre compris entre 10 et 11 cm et une épaisseur d'environ 3 cm. Ces
fromages contiennent au moins 40% de matiére grasse et leur teneur en matiére seche est
d'environ 110 g (Bouterfa, 2020).
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Pour ce type de fromage, nous avons appliqué uniquement 1I’extrait lyophilis¢ de la
pepsine de poulet sur la base des résultats obtenus lors de la fabrication du fromage frais, en le
comparant a la présure commerciale. Car les résultats ont démontré que le fromage fabriqué
avec la pepsine de poulet présente une similitude remarquable avec celui fabriqué avec la
présure. Cette décision découle de la proximité organoleptique, incluant le godt et la texture,
ainsi que de la préférence sensorielle des dégustateurs envers le produit obtenu avec la pepsine

de poulet

1. Pasteurisation

Le lait récolté a subi une étape de pasteurisation a 80°C pendant quelques minutes. Ce
traitement permet de réduire la flore normale présente dans le lait et d'éliminer les micro-
organismes pathogenes. Ensuite, le lait a été refroidi rapidement jusqu'a une température de 36-
38°C.

2. Maturation et ensemencement

La maturation du lait consiste a entreposer le lait dans des conditions spécifiques, telles
qu'une température de 37°C et une humidité de 90 + 2%. Pendant cette période, les ferments
lactiques se développent, favorisant la reproduction des souches de bactéries lactiques inoculées.
Cette maturation est essentielle pour permettre un développement adéquat des ferments. Des
souches fongiques, telles que Penicillium camemberti, Penicillium caciculum et Geotrichum
candidum, sont également introduites pour jouer un rdle dans le processus de maturation
(Bouterfa, 2020).

Cette étape consiste a enrichir le lait déja pasteurisé par :

— 0,07 g des ferments lactiques (mésophiles et thermophile).
— 0,04 g de P. camemberti et 0,14 g de G. candidum
— 2 mL de chlorure de calcium (36%, p/v) pour 5 L.

3. Emprésurage—Coagulation

Cette étape est réalisée lorsque le pH du lait atteint environ 6,40 et que la température est
de 38°C pour la présure et de 36°C pour I'extrait de pepsine. Un volume correspond a 0,02% des
deux extraits de présure et de la pepsine de poulet lyophilisée a été ajouté a 5 L du lait, suivi
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d’une agitation pendant 1 min. Aprés 25 a 40 min, nous obtenons une coagulation caractérisée

par un caillé blanc ferme et homogeéne.
4. Tranchage et soutirage de lactosérum

Les caillés obtenus ont été coupés verticalement et horizontalement en petits morceaux a

I'aide d'un couteau, afin de faciliter I'évacuation du lactosérum.

5. Le moulage-égouttage

Durant cette étape, le caillé a été versé manuellement dans des moules de formes arrondies,
qui ont été laissés par la suite pour égoutter pendant une nuit, ce qui permet d'éliminer davantage

de lactosérum et de donner au camembert sa forme caractéristique.
6. Lesalage

Le lendemain de la fabrication, nous avons démoulé les camemberts et saupoudré du sel

sur les deux cotés du fromage pour ajouter de la saveur et favoriser la conservation.
7. L’affinage

Cest la derniére phase dans le processus de fabrication ou nous avons placé les
échantillons du Camembert produits dans des conditions spécifiques de température contrdlée
(8-13°C) et d'humidité¢ (80-90%) pendant une durée de 13 jours. Pendant cette période
d'affinage, le camembert va développer son golt, sa texture et ses arbmes caractéristiques.
Durant l'affinage, nous avons procédé a des retournements quotidiens du fromage afin d'obtenir

une crolte homogene.

11.6.3. Analyses physicochimiques

Les analyses physico-chimiques visent a évaluer les différentes caractéristiques et
parameétres du produit fini tels que le pH, la teneur en matiére grasse (MG) et l'extrait sec total
(EST).

11.6.3.1. Mesure du pH
Cette méthode décrit la mesure électrométrique du pH qui est spécifiqguement appliquée aux

fromages. Son principe repose sur la mesure directe du pH (AFNOR, 1993).

e Mode opératoire
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L'opération consistait a insérer directement une électrode préalablement étalonnée dans le
produit fini. Nous avons ajusté le correcteur de température du pH-métre a la température du
produit, puis nous avons lu directement la valeur du pH affichée.

11.6.3.2. Détermination de I'extrait sec totale (EST)
e Principe
La methode repose sur la dessiccation du fromage en faisant évaporer l'eau a une
température de 80°C. Une quantité précise de fromage est soumise a ce processus de séchage, et

la quantité de matiere séche obtenue est exprimée en pourcentage de la masse totale (AFNOR,
1993).

e Mode opératoire
3 a5 g de fromage a analyser ont été pesés puis placés dans une étuve réglée a 103 + 2°C
selon les norme de AFNOR 1993. Le séchage a été réalisé jusqu’a poids constant déterminé aprés
refroidissement dans un dessiccateur en verre. La teneur en humidité (H) est déterminée selon
I’équation suivante, dont I’estimation de ce taux assure la détermination de I’extrait sec total
(EST).
H (%)= (P1+P2)-P3/P2
Avec :
P1 : Poids du creuset vide ;
P2 : Poids d'échantillon
P3 : Poids final apres séchage.
EST (%)= (100- H) x 100
11.6.3.3. Mesure de la teneur en matiéres grasses
e Principe
La méthode utilisée pour séparer la matiere grasse du fromage est la centrifugation. Pour
favoriser cette séparation, une petite quantité d'alcool iso-amylique est ajoutée. La teneur en

matiere grasse est ensuite déterminée en effectuant une lecture directe sur I'échelle du
butyrometre (AFNOR, 1993).

e Mode opératoire
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3 g de I'échantillon de fromage ont été introduits dans un récipient en verre préalablement
taré. Ce dernier a été placé dans la panse du butyrometre et le bouchon a été fixé au col. Ensuite,
de I'acide sulfurique a été ajouté par I'ouverture de la tige jusqu'a ce que le niveau d'acide dépasse
le gobelet d'environ 2 mm. Une fois l'ouverture de la tige est fermeée, le butyrometre a été placé
dans un bain marie maintenu a une température de 65°C. De temps en temps, le butyromeétre a été
agité horizontalement jusqu'a ce que I'échantillon soit completement dissous. 1 mL d'alcool iso-
amylique ont été ajouté, puis I'acide sulfurique a été complété jusqu'a atteindre la marque de 35
mL sur la graduation du butyrometre. Le butyrométre a été agité énergiquement dans un agitateur
vortex pour homogeénéiser le liquide. Ensuite, il a été replacé dans le bain d'eau pendant 5 min.
Apres une centrifugation de 10 min, le butyrometre a été retiré de la centrifugeuse et remis dans
le bain marie pendant 1 heure. Enfin, la teneur en matiere grasse a été obtenue en effectuant une

lecture directe sur la graduation du butyrometre.

11.6.5. Analyse sensorielle

Les tests sensoriels peuvent étre classés de différentes manieres, notamment par les
experts en analyse sensorielle et les chercheurs en alimentation. Ils les divisent en tests axés sur
le consommateur (affectif) ou axés sur le produit (analytique), en fonction de I'objectif
recherché. Les tests axés sur le consommateur ont pour but d'évaluer les préférences, le niveau
d'acceptation ou le goGt pergu par les consommateurs pour les produits alimentaires. Quant aux
tests axés sur le produit, ils sont utilisés pour déterminer les différences entre les produits ou

mesurer les caractéristiques sensorielles (Siar et al., 2017).

Dans le cadre de notre étude, nous avons réalisé des analyses sensorielles pour évaluer les
effets de la substitution de la présure, lI'agent coagulant traditionnel en fromagerie, par les
extraits enzymatiques étudiés (ficine, pepsine de poulet et la présure de Mucor) et pour
déterminer le niveau d'acceptabilité du nouveau produit par les consommateurs, en prenant en
compte les criteres suivants: l'aspect, la texture, I'odeur et le golt. Les détails de la fiche

d'évaluation sensorielle utilisée sont précisés dans I'Annexe 4.
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I. Résultats et discussion
I.1. Propriétés enzymatiques des extraits bruts
Les résultats d’évaluation des différents paramétres enzymatiques et biochimiques des
extraits bruts de proventricules de poulet, latex de figuier et de I’extrait produit par M.

circinelloides sont présentés dans le tableau suivant:

Tableau V: Caractéristiques des extraits enzymatiques bruts de différentes origines obtenus

durant 1’étape d’extraction.

Source Proventricules de poulet M. circinelloides Latex de figuier

Parameétre

Protéines (mg/mL) 0,79 £ 0,064 3,6561+0 4,273 +£0,17
AC (US/mL) 973,333 £ 23,09 1533,333 + 57,73  4260,651 + 43,40
AP (ug/min/mL) 27,177 £ 6,56 147,063+ 10,85 118,34 + 4,26
Rapport AC/AP 35,814 10,426 36,003

AC : activité coagulante, AP : activité protéolytique.

I.1.1. Activité coagulante
La détermination de 1’activité coagulante des extraits enzymatiques est un parametre

essentiel en technologie fromagére. Les données illustrées dans le Tableau V indiquent que
I'activité coagulante des extraits enzymatiques étudiés varie de 973,333 + 23,09 a 4260,651 +
43,40 (US/mL). L’extrait enzymatique brut de la ficine exerce 1’activité coagulante la plus élevée

par rapport a I’extrait de pepsine et celui de M. circinelloides.

L’extrait enzymatique brut du latex de figuier présente 1’activité la plus élevée de 1’ordre de
4260,651 US/mL. Nos résultats sont plus faibles a ceux rapportés par Nouani (2009) (333330
US/mL) et Siar et al. (2014) (26908,88 US/mL) pour la ficine extraite du latex de Ficus carica L.

Cette différence dans les résultats peut étre attribuée a plusieurs facteurs, tels que la
variabilité génétique des plantes, les caractéristiques du sol, les pratiques agronomiques, le climat
et le niveau d'ensoleillement. Tous ces eléments peuvent influencer la production d'enzymes dans

le latex du figuier et conduire a des variations dans son activité coagulante.

L'extrait brut de la pepsine de poulet présente une activité coagulante de 973,333 US/mL.

En comparaison avec dautres études, il est indiqué que certains ont obtenu des activités
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coagulantes plus élevées, telles que 13346,66 US/mL par Krid et al. (2013), 2962,22 US/mL par
Hamrani (2008) et 3350 US/mL par Zidoune et Adoui (2007). D'un autre coté, il est également
intéressant de noter que l'activité coagulante de I'extrait de pepsine de poulet est supérieure a
celle rapportée par Boughellout et Zidoune (2008), qui était de 537,77 US/mL.

Il convient de noter que ces variations dans les valeurs d'activité coagulante peuvent étre
attribuées a plusieurs facteurs, tels que les différentes sources de pepsine, les conditions de
production et de mesure, ainsi que les méthodologies utilisées dans chaque étude.

L'extrait brut du M. circinelloides présente une activité coagulante de 1533,333 US/mL.
Cette valeur est similaire a celle rapportée par Sathya et al. (2009), qui était de 1568,66 US/mL.
En revanche, elle est supérieure a celle rapportée par Talantikite et al. (2015) pour M. pusillus
(592,66 US/mL) et Nouani et al. (2011) (75,55 US/mL) pour la méme espéce. Par comparaison a
d'autres types de champignons, l'extrait du M. circinelloides montre également une activité
coagulante supérieure a celle de Rhizomucor miehei, rapportée par Aljammas et al. (2018) a 600
US/mL et de M. miehei signalée par Araujo et al. (2015) a 384 US/mL.

En comparant les trois extraits obtenus durant notre étude, on déduit que I'extrait brut
d’origine végétale exprime une activité coagulante plus élevée par rapport les autres extraits
d'origine animale et microbienne. Cela suggére que la ficine pourrait étre plus efficace en termes

de coagulation par rapport aux autres enzymes étudiées.

1.1.2. Activité protéolytique

L’activité protéolytique des enzymes coagulantes est un critére crucial pour leur utilisation
dans l'industrie fromageére. Cette capacité des enzymes, qu'elles proviennent d'origine animale,
végétale ou microbienne, a hydrolyser la caséine-k est essentielle pour provoquer la coagulation
du lait lors du processus de fabrication du fromage. Les enzymes protéolytiques présentes dans le
fromage continuent a dégrader les peptides et les protéines du lait en acides aminés durant 1’étape
d’affinage. Cette dégradation des protéines contribue a I'évolution de la saveur, de I'apparence et
de la texture du fromage (Nouani, 2009).

Les résultats obtenus indiquent que Il'activité protéolytique de I'extrait brut de M.
circinelloides (147,063 £ 10,85 pg/min/mL) est plus élevée que celle de la ficine (118,34 + 4,26
pg/min/mL) et de pepsine de poulet (27,177 £ 6,56 pg/min/mL).
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Cette forte activité protéolytique du M. circinelloides a été signalée par plusieurs auteurs
tels qu’Alais (1984), Preetha et Boopathy (1997) et Krause et al. (1998), qui est probablement
due a l'action non spécifique de la protéase fongique envers les autres fractions de caséines

présentes dans le lait, en particulier les caséines os et la caseine-p.

L’activité protéolytique de I’extrait brut du latex de F. carica déterminée durant notre
démarche expérimentale est inférieure a celle déterminée par Siar et al. (2020) (469,7
pg/min/mL).

Concernant la pepsine de poulet, nous avons obtenu une activité protéolytique de 27,177
pg/min/mL. Ce résultat a été confirmé par plusieurs auteurs (Alais, 1984; Preetha et Boopathy,
1997; Krause et al., 1998) qui ont signalé que les protéases d’origine animale exercent une faible
activité protéolytique par comparaison aux protéases végétales et microbiennes.

En général, les coagulants utilisés dans I'industrie fromagere doivent présenter une activité
protéolytique limitée, c’est-a-dire que le coagulant ne doit pas provoquer une dégradation
excessive des protéines du lait, la limite spécifique pour la dégradation des caséines k, afin de ne
pas affecter de maniere disproportionnée toutes les protéines présentes dans le lait au cours de
I'affinage. Cela permet de préserver les caractéristiques organoleptiques des fromages. En effet,
une activité protéolytique trop puissante peut entrainer des défauts de golt et de texture
indésirables. Par conséquent, il est important que les coagulants utilisés maintiennent un équilibre
approprié entre la coagulation de la caséine et la préservation des qualités sensorielles du fromage
(Hamrani, 2008).

1.1.3. Teneur en protéine
Les résultats de la présente étude montrent que la teneur en protéine des extraits
enzymatique étudiés varie de 0,79 £ 0,064 mg/mL pour la pepsine a 4,273 + 0,17 mg/mL pour le

I’extrait brut de ficine, qui est considéré comme 1’extrait le plus riche en protéines.

Le taux en protéines dans I’extrait de ficine obtenu dans cette étude est inférieur a ceux
obtenus par Siar et al. (2014) et Williams et al. (1968), qui ont publié des taux en protéines de
I'ordre de 88,31 mg/mL et 156 mg/mL, respectivement. Il est également inferieur a celui obtenu

par Devaraj et al. (2008) pour la ficine extraite du latex de F. racemosa qui est de 156 mg/mL.
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Ce parameétre lié aux caracteres apparents de la seve brute affecte les propriétés sensorielles
des fromages frais qui manifestent une odeur et une amertume trés prononcée. Cette conclusion a

été rapportée dans les travaux de Douag Née Tirichine, (2011).

La teneur en protéines de I'extrait brut de pepsine de poulet obtenue dans cette étude est de
0,79 mg/mL. Ce résultat est nettement inférieur a celui obtenu par Nouani et al. (2011) (147,3
mg/mL), Zidoune et Adoui (2007) (8,77 mg/mL), Saidi et Touahria (2021) (18 mg/m), Bouras et
Aissaoui-Zitoun (2022) (20 mg/mL) et par Krid et al. (2013) (35,40 mg/mL).

En ce qui concerne I’extrait brut de M. circinelloides, nous avons obtenu une teneur en
protéines de 3,65 mg/mL. Cette valeur est supérieure aux résultats signalés par Talantikite (2015)
(4,27 mg/mL) et par Nouani (2009) (2,47 £ 0,13 mg/mL).

1.1.4. Rapport AC/AP

En effet, le rapport AC/AP (activité coagulante/activité protéolytique) est un indicateur
important pour évaluer la qualité des enzymes coagulantes. Dans notre cas, le rapport AC/AP le
plus élevé est constaté pour I’extrait brut de ficine (36,003) et la pepsine de poulet (35,814), qui
sont presque identique. Cela indique également que ces enzymes sont bien adaptées a la
formation du caillé et peuvent contribuer a la fermeté souhaitée du fromage sans causer de godts

amers indésirables.

D'autre part, ’extrait brut de M. circinelloides présente un rapport AC/AP plus bas de
10,426 ; ce qui refléte une activité protéolytique relativement plus importante. Cela peut signifier
que I’extrait fongique est moins adapté a la coagulation du lait et peut avoir une influence plus
importante sur la dégradation des protéines du lait, qui va affecter la fermeté et les

caractéristiques sensorielles du fromage produit en utilisant cet extrait enzymatique.

En résumé, un rapport AC/AP élevé indique une bonne capacité a coaguler le lait avec une
libération limitée de protéines et d'ardmes indésirables. Cependant, il est important de noter que
d'autres facteurs, tels que les conditions de traitement et l'interaction avec d'autres composants du

lait, peuvent également influencer les caractéristiques finales du fromage (Boumediene, 2021).

1.2. Essai de pré-purification des extraits bruts
Les enzymes coagulantes des trois extraits bruts ont été précipitées avec du sulfate

d'ammonium en utilisant différents taux de saturation. Les précipités obtenus ont été re-
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suspendus dans des volumes réduits de tampons spécifiques a différents pH. Apres une étape de
dialyse, les extraits élaborés ont été concentrés par lyophilisation. Les différents parametres de
purification ont été calculés en mesurant les activités enzymatiques et la concentration en

protéines a chaque étape de purification (Tableau VI) afin d’évaluer la procédure suivie.

D'aprés les résultats détaillés dans le tableau VI, a part ’extrait de pepsine de poulet, on
constate une diminution de 1’activité coagulante totale en passant de I’extrait brut a 1’extrait
lyophilisé, qui peut étre attribuée a des pertes en enzymes. Par contre, I’activité spécifique a été
améliorée au cours du processus de pré-purification, sauf dans le cas des extraits précipités de M.
circinelloides et le latex de figuier, ou on note une diminution spécifique, qui a été augmentée de
nouveau dans le cas de I’extrait lyophilisé pour dépasser celle de 1’extrait brut concernant
I’extrait de pepsine de poulet et celui de ficine. Cette augmentation de l'activité spécifique est
attribuée a la réduction de la teneur en protéines totales dans I'extrait lyophilisé, ce qui augmente

la concentration d'activité enzymatique par unité de masse.

Tableau VI: Parametres de la pré-purification des trois extraits enzymatiques coagulant le lait.

Paramétre de AC totale Protéine totales AS o Rapport
purification (US) (mg) wsimgy F RO Aciap

Pepsine de poulet

Extrait brut 88573,303 71,89 1232,067 1 100 35,814
Extrait précipité 112765 59,62 1891,395 1,535 127,312 49,246
Extrait lyophilise ~ 126857,142 30,07 4218,741 3,421 143,222 173,712

M. circinelloides

Extrait brut 63633,32 151,545 4119,897 1 100 10,43
Extrait précipité 21252,02 20,898 1016,879 2,421 33,40 18,016
Extrait lyophilisé 11950,62 7,041 1697,242 4,042 18,78 41,552

Latex de figuier

Extrait brut 91603,99 91,87 997,11 1 100 36,003
Extrait précipité 36319,386 52,584 690,70 0,70 39,65 15,32
Extrait lyophilisé 19786,228 8,277 2390,30 2,40 21,60 37,86
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AC: activité coagulante, AS: activité spécifique, F: facteur de purification, R: rendement de purification.
AS=AC totale/protéines totales, F=AS de I’étape X/AS de I’étape initiale, R(%)=AC totale de 1’étape X/AC totale de
I’étape initiale.

De méme, nous avons noté une diminution progressive de la teneur en protéines tout au
long des étapes de purification. Le taux en protéines éliminées correspond a 58,172% ; 95,35% et
91%, pour I’extrait de pepsine de poulet, de M. circinelloides et le latex de figuier,

respectivement, ce qui a assuré 1’amélioration de I’activité spécifique et le facteur de purification.

La teneur en protéines €éliminées a été plus ¢élevée dans le cas de I’extrait lyophilisé de M.
circinelloides probablement due au type de précipitation différentielle effectuée et qui a été
conduite en deux étapes successives (0-20% de saturation, ensuite 20-70% de saturation)

contrairement aux autres extraits.

Le facteur de purification est en relation directe avec 1’activité spécifique des extraits. Ce
facteur a été amélioré faiblement au cours de 1’essai de pré-purification. Le facteur de purification
le plus élevé a été noté pour 1’extrait lyophilisé de M. circinelloides (4,042), suivi par celui de la
pepsine de poulet (3,421) et en dernier I’extrait lyophilis¢ de ficine (2,40). Un facteur de
purification faible peut étre d a plusieurs raisons, telles que des rendements de récupération sub-

optimaux ou la persistance de contaminants, méme apres les étapes de purification.

Cependant, il convient de noter que le facteur de purification en utilisant le sulfate
d’ammonium est relativement faible (F < 10), ce qui indique que la purification effectuée n'a pas
conduit a une augmentation significative de I'activité spécifique par rapport a I'extrait brut initial
(extrait de ficine et de M. circinelloides). Dans le cas d'un facteur de purification faible, il peut
étre envisagé d'optimiser les protocoles de purification afin d'améliorer la séparation des
protéines et d'obtenir une plus grande pureté de la ficine. Cela pourrait impliquer I'exploration de
differentes méthodes de purification, I'ajustement des conditions expérimentales ou l'utilisation

de techniques supplémentaires pour éliminer les contaminants résiduels.

Le rendement obtenu pour la protéase de poulet apres I'étape de lyophilisation (143,222%)
est considérablement plus élevé que celui rapporté par Nouani (2009), qui était de 8,06%. Cette
amélioration significative du rendement est le résultat de I'élimination des impuretés (fort
possible des inhibiteurs de protéases) et I’augmentation de la concentration des enzymes actives

dans I'extrait. Par contre, pour les autres extraits nous avons noté une diminution progressive de
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ce parametre, plus significativement au niveau des extraits lyophilisés, induite par une perte

considérable de I’activité coagulante.

Le rendement obtenu dans le cas de I’extrait enzymatique fongique aprés I'étape de
lyophilisation est de 18,78%, ce qui est considérablement inférieur au rendement rapporté par
Nouani (2009) (55,13%), mais supérieur en méme temps a celui noté par Talantikite (2015)
(13,42%). La différence de rendement peut étre due a des variations dans les méthodes
expérimentales et les conditions de purification utilisées dans les différentes études.

Le rapport AC/AP a été amélioré également au fur et a mesure des étapes de purification,
surtout dans le cas de la pepsine de poulet qui passe de 35,814 pour I’extrait brut a 173,712 au
niveau de I’extrait lyophilisé, ce qui indique une augmentation avec un facteur de 4,85. Un
facteur d’augmentation plus faible caractérise le rapport AC/AP de I’extrait lyophilisé¢ de M.
circinelloides (3,984). Cette amélioration du rapport AC/AP refléte 1’élimination des protéases
non spécifiques. Elle suggére également que la qualité du produit fini (fromage) sera améliorée
vue I’augmentation de la capacité de coagulation des extraits lyophilisés. Par contre, aucune

amélioration significative n’a été obtenue dans le cas des extraits de la ficine.
1.3. Production du fromage frais

1.3.1. Caractéristiques physico-chimiques du lait utilisé

Le lait utilisé pour la fabrication des fromages a été collecté dans la Wilaya de Boumrdes et
ses entourages. Les caractéristiques physico-chimiques déterminées pour le lait utilisé dans la
fabrication des différents fromages sont les suivantes:

- Densité: 1,032

- pH:6,70

- Aciditeé titrable: 15°D

- Extrait sec total (EST): 10,78%.

Ces valeurs sont conformes aux normes AFNOR (1993) et similaires a celles rapportées par
differents auteurs, tels que Ribadeau-Dumas (1991) et Silva et Malcata (2005). Selon ces

références, les valeurs typiques pour le lait utilisé dans la fabrication de fromage sont les

suivantes : un pH de 6,60 ; une acidité titrable de 15 a 17°D et un extrait sec total de 10 a 13%.
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Ces caracteristiques physico-chimiques du lait sont importantes pour la fabrication du
fromage, car elles influencent le processus de coagulation, la texture, I'aréme et d'autres aspects

de la qualité du fromage final.

1.3.2. Caractérisation physico-chimique des fromages fabriqueés
Les caractéristiques physico-chimiques des échantillons de fromage frais élaborés en
utilisant les trois extraits lyophilisés (animal, végétal et fongique) sont résumées dans le Tableau

V11, par comparaison a la présure commerciale (CHY-MAX Plus, Chr. Hansen).

Les observations que nous avons enregistrées indiquent que les fromages frais fabriqués
avec les différents agents coagulants présentent des similarités au niveau de certains parametres
physicochimiques. Les fromages fabriqués avec les différents agents coagulants, tels que 1’extrait
lyophilisé de la pepsine et celui de M. circinelloides, présentent des valeurs de pH relativement
similaires, qui sont plus élevees que celles obtenues avec la présure et 1’extrait lyophilisé de la
ficine. En outre, on remarque que les teneurs en matiere grasse et en matiére séche sont
également proches pour les quatre agents coagulants avec des faibles différences. Concernant le
taux d’humidité, on constate que les trois échantillons du fromage élaborés avec les extraits
coagulants testés sont plus humides que celui produit par la présure commerciale (63,81%), qui
reflete probablement la capacité des caillés obtenus a retenir I’eau. L’ensemble des resultats
obtenus indiquent que la variation dans I’agent coagulant exploité n’a pas un impact significatif
sur les parametres physicochimiques du fromage frais, ce qui suggere une certaine uniformité

dans les caractéristiques générales des fromages fabriqués.

Tableau VII: Résultats des analyses physicochimiques des fromages frais élaborés par les

extraits pré-purifiés de différentes origines.

Extrait lyophilisé de
Parametre Pepsine de poulet | M. circinelloides | Ficine | Présure
pH 5,12 5,08 454 | 4,78
Matiere grasse (%) 12 13 14 14
Extrait sec total (%0) 35,94 35,62 34,38 | 36,19
Humidité (%) 64,06 64,38 65,62 | 63,81
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1.3.3. Analyse sensorielle des fromages fabriqués

L'objectif de cette analyse est de décrire les caractéristiques organoleptiques d'une nouvelle
formulation de fromage frais elaborée par les différents extraits enzymatiques coagulant le lait en
comparaison avec la formulation traditionnelle en utilisant la présure commerciale (Tableau

VI11). Les parameétres sensoriels qui peuvent étre évalués comprennent:

1. Aspect et texture : l'aspect visuel du fromage frais peut varier en fonction de la
formulation. 1l peut présenter une texture lisse, crémeuse ou méme granuleuse. La
consistance peut étre ferme, fondante ou légérement friable.

2. Odeur: chaque enzyme alternative peut apporter des nuances aromatiques spécifiques au
fromage frais.

3. Saveur: la saveur du fromage frais peut varier en fonction de I'enzyme utilisée, tandis que
les enzymes alternatives peuvent apporter des notes subtiles différentes, telles que des
arémes plus doux ou acides.

4. Godt: le godt du fromage frais peut étre évalué en termes de douceur, d'acidité et de
salinité. Chaque enzyme peut influencer ces caractéristiques gustatives de maniere

différente, ce qui se traduit par des profils gustatifs uniques.
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Figure 17: Aspect des produits finis obtenus par les différents extraits lyophilisés par

comparaison a la présure commerciale.

Tableau VI11: Résultats de 1’analyse sensorielle des quatre échantillons de fromage frais .

Extrait lyophilisé Pepsine de poulet | M. circinelloides Ficine Présure
Paramétre
Aspect Blanc creme Blanc creme Blanc créeme Blanc créeme
Texture Lisse Lisse Crémeuse Lisse
Arbéme Naturel Naturel Naturel Naturel
Odeur Lait fermenté Lait fermenté Lait fermenté Lait fermenté
Goat Salé Salé et acide Salé et arriére- Salé

godt amer

Sensation mécanique Souple Souple Gluante Souple
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Concernant la texture des fromages élaborés avec l'extrait lyophilisé de la ficine, il est
intéressant de noter que les dégustateurs ont exprimé leur appréciation pour sa texture crémeuse,
qui se rapproche de celle obtenue avec la présure. Cette caractéristique de texture crémeuse
découle de la nature du caillé produit, qui se distingue par la présence de grains de taille réduite.
Les dégustateurs ont évalué le goGt des fromages obtenus a partir de I'extrait de ficine et ont
remarqué une légere amertume, un go(t modérément salé, avec une touche d'astringence
relativement bien tolérée. 1l est important de noter que cette caractéristique a été observée par

plusieurs auteurs dans les fromages produits a I'aide de la ficine (Siar et al., 2014).

En ce qui concerne la texture des fromages fabriqués avec I'extrait partiellement purifié de
pepsine, les dégustateurs ont noté qu'elle est trés similaire a celle obtenue avec la présure

commerciale, avec un niveau de salinité modéré qui caractérise ces fromages.

Pour la texture des fromages obtenus avec 1’extrait pré-purifié de M. circinelloides, nous
avons remarqué que les dégustateurs ont apprécié sa texture lisse qui est proche de celle de la
présure. Les dégustateurs ont jugé que le golt des fromages obtenus par cet extrait est

acceptable. Il est moyennement salé et acide.

Du point de vu couleur et odeur, 1’analyse a montrer qu’il n’existe aucune différence entre

les quatre fromages obtenus avec les différents agents coagulants utilises.

En comparant les résultats d’application des trois extraits lyophilisés avec la présure dans la
fabrication du fromage frais, des tendances émergent. Les résultats indiquent que la présure est
généralement préférée, montrant la meilleure performance en termes de texture, de go(t et
d'appréciation globale. Les fromages élaborés avec la pepsine démontrent des caractéristiques
similaires a ceux obtenus avec la présure, ce qui en fait une alternative crédible. Les échantillons
établis avec 1’extrait pré-purifié de M.cicrcinelloides semblent s'approcher de la présure en termes
de texture et de goQt, bien que leur préférence soit Iégérement inférieure. Enfin, les fromages a
base de ficine se caractérisent par la préférence la moins élevée en raison des propriétés

gustatives distinctes.

Donc apres la dégustation par plus de 50 dégustateurs, on déduit que la pepsine de poulet
semble étre preférée en tant qu'alternative a la présure dans la fabrication de ce type de fromage.
Les similitudes dans les caractéristiques de texture et de godt entre les fromages élaborés avec la
pepsine de poulet et ceux obtenus avec la présure ont probablement contribué a cette préférence.
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1.3.4. Rendement fromager
Le rendement fromager est un indicateur clé de I'efficacité dans la production fromagere.
Il est utilisé pour évaluer la répartition quantitative des constituants du lait lors de I'égouttage, ce
qui permet de juger si la fabrication du fromage a été réalisée dans des conditions optimales. Un
rendement élevé indique que la transformation du lait en fromage a été efficace, avec une
utilisation maximale des composants du lait pour produire la quantité du fromage désirée (Hosni
et al., 2022)
Les résultats des rendements obtenus pour le fromage frais fabriqué par les extraits

Iyophilisés de différentes origines sont présentés dans le Tableau XI.

Tableau 1X: Rendements fromagers obtenus durant les essais de production du fromage frais par

les trois extraits pré-purifiés.

Fromage produit par ’extrait de

Pepsine de poulet M. circinelloides Ficine Présure
Poids (g) 1000 600 890 1100
Rendement (%) 22,7 13,60 20,20 25

L’analyse des données démontre que la présure a assuré le rendement le plus élevé,
atteignant 25%. Cela suggére que la présure est I'enzyme la plus efficace pour la production de
fromage, vu qu’elle s’agit d’une enzyme pure sans ingrédients ayant un effet négatif sur les
quantités élaborées. La pepsine de poulet a également donné un rendement élevé proche de celui
de la présure de I’ordre de 22,7%, ce qui indique qu'elle est également efficace pour la
coagulation du lait et le processus de fabrication. En revanche, la ficine a presenté un rendement
legerement plus bas de 20,20%, tandis que 1’extrait lyophilisé de M.circinelloides a donne le
rendement le plus faible de 13,60%. Ce dernier résultat reflete la nature plus protéolytique de
I’extrait fongique suivie 1égérement par celui de la ficine. Par ailleurs, malgré le faible facteur de
purification obtenu dans le cas de 1’extrait lyophilisé de pepsine, les résultats sont promoteurs,
qui vont étre améliorés apres la purification complete de 1’enzyme et 1’élimination des protéases

non spécifiques et autres impuretés présentes au niveau des extraits bruts.
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I.4. Fabrication du fromage Camembert

I.4.1.Caractérisation physico-chimique des fromages fabriqués
Les caractéristiques physico-chimiques des échantillons de fromage Camembert élaborés

en utilisant I'extrait dialysé de la pepsine de poulet par comparaison a la présure commerciale
(CHY-MAX Plus, Chr. Hansen) sont résumées dans le Tableau X.

Tableau X: Reésultats des analyses physicochimiques des fromages Camembert élaborés.

Parameétre Pepsine de poulet | Présure commerciale
pH 4 95 4,97

Matiére grasse (%) 14 15

Extrait sec total (%) 41,22 40,78
Humidité (%) 58,78 64,16

D'aprés les résultats détaillés dans le tableau X, on constate que le pH des échantillons de
fromage fabriqués est similaire et 1égérement acide, ce qui reflete une acidification au cours de
I’étape d’affinage grace a ’activité des ferments ajoutés. Du méme, les teneurs en matiére grasse
et en EST sont presque identiques. En ce qui concerne I'humidité, le fromage produit par la
présure commerciale est caractérisé par une humidité plus élevée, atteignant 64,16%, par rapport
a celle déterminé pour le Camembert produit par I’extrait dialysé de la pepsine. Ces différences,
bien que relativement mineures, peuvent influencer certaines propriétés sensorielles (texture, le

golt, I’ardbme, sensation mécanique) des fromages fabriqués.

1.4.2. Analyse sensorielle

L’évaluation sensoreille des échantillons de fromage Camembert élaborés est résumée dans
le tableau XI. La texture des fromages fabriqués en utilisant I'extrait de pepsine a été jugée
comme étant molle par les dégustateurs et qu’elle perd sa fermeté plus rapidement. Ce résultat est
en accord avec les conclusions des études antérieures menées par Stanley et al. (1980), Findlay et
al. (1984) sur le fromage Cheddar, ainsi que par Zikiou (2013) durant ses travaux sur le méme
type de fromage fabriqué en utilisant la pepsine. Par contre, lorsque la présure est utilisée, le
fromage présente une texture lisse et plus ferme. En fait, le développement de la texture de ce
fromage au cours de I'affinage se déroule de maniére plus lente. Cette stabilité dans la texture est
attribuée a la faible activité protéolytique de la présure et a sa spécificité d'action sur les caséines.
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Tableau XI: Résultats de I’analyse sensorielle des échantillons de fromage Camembert obtenus.

Extrait lyophilisé | Pepsine de poulet Présure
Parameétre
Aspect Blanc cassé Blanc cassé
Texture Lisse Lisse
Arbéme Beurre fondu Beurre fondu
Odeur Camembert Camembert
Goat Salé Salé et acide
Sensation mécanique Fondante Fondante

Les dégustateurs ont évalué le golt des fromages fabriqués avec I'extrait de pepsine de
poulet comme étant moyennement salé. Siar et al. (2014) ont signalé que les échantillons de
fromage fabriqués avec I’extrait brut de pepsine ont été moyennement salés et acides, avec une
amertume de plus en plus prononcée a partir du sixiéme jour d'affinage. Cette amertume peut étre
attribuée a l'activité protéolytique élevée de la pepsine, ainsi qu'a son action non spécifique sur
les caséines. De plus, la quantité de pepsine ajoutée au début du processus de fabrication peut
également contribuer a cette amertume. Il est intéressant de noter également que cette amertume a
été observée par plusieurs auteurs dans le cas de fromages Cheddar fabriqués avec de la pepsine
de poulet (Lemieux et Simard, 1991; Findlay et al., 1984; Stanley et al., 1980).

En revanche, lorsque nous avons utilisé la présure commerciale CHY-MAX Plus, le godt
reste stable et est également percu comme moyennement salé et Iégérement acide tout au long de
la période d'affinage. Du point de vue couleur et odeur, les analyses ont révélé qu'il n'y avait
aucune différence notable entre I’application de la pepsine de poulet ou la présure commerciale
comme agent coagulant.

Nos résultats laissent entendre qu'au moins en ce qui concerne ces aspects sensoriels
essentiels, les fromages élaborés en utilisant ces deux agents coagulants devraient présenter des
caractéristiques similaires. Cette constatation est encourageante, car elle indique que la pepsine
de poulet pourrait étre une alternative viable a la présure commerciale dans la fabrication du
fromage, sans compromettre la qualité sensorielle du produit final. Cependant, d'autres tests
analytiques peuvent étre nécessaires pour évaluer d'autres aspects de la qualité du fromage, afin

de confirmer ces résultats préliminaires.
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Figure 18: Aspect des fromages Camembert obtenus par 1’extrait dialysé de la pepsine de poulet

(A, B) par comparaison a la présure commerciale (C, D).

1.4.4. Rendement fromager
Les résultats des rendements obtenus pour le fromage Camembert fabriqué a l'aide de

I’extrait dialysé de la pepsine de poulet et de la présure commerciale montrent une tres faible
différence de 0,2% (Tableau XII). Les deux agents coagulants ont donc des rendements tres
proches, avec une légére différence en faveur de la présure qui a un rendement légérement

supérieur.

Tableau XII: Rendements obtenus pour le fromage Camembert fabriqué par 1’extrait dialyse de

la pepsine de poulet et la présure commerciale.

Fromage produit par ’extrait de

Pepsine de poulet Présure
Poids (g) 894 910
Rendement (%) 14,90 15,10
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I. Introduction
Aujourd'hui, les universités jouent un réle essentiel en favorisant la création de la richesse a
travers le développement de startups, comme le prévoit l'arrété ministériel n°12-75 signé le 27
septembre 2022. Cet arrété vise a soutenir les diplomés des établissements d'enseignement
supérieur qui ont transformé leurs projets innovants en startups. Cette initiative s'inscrit dans le
cadre de la stratégie du secteur visant a stimuler la création de richesse, a renforcer
I'employabilité des diplémeés, a favoriser leur intégration dans le milieu socioéconomique, et ainsi

a contribuer au développement et a la promotion de I'économie nationale.

L'université revét un role essentiel en stimulant I'innovation par les étudiants et les incitant
a élaborer des produits et des solutions compétitives. Elle est également considérée comme une
"institution citoyenne™ engagee dans la recherche active de réponses aux défis sociaux,
contribuant ainsi a la prise de décisions éclairées et a la mise en ceuvre de mesures appropriées,

tout en apportant une valeur ajoutée a I'économie nationale.

Notre projet vise a offrir une solution durable et économique en élaborant une enzyme
protéolytique, la pepsine de poulet, a partir des proventricules, qui se considérent comme un
sous-produit de I'industrie avicole. Cette approche permet de réduire considérablement les colts
de production des fromages, tout en préservant les qualités et les caractéristiques recherchées.

Dans cette introduction, nous présentons les objectifs de notre projet, les étapes de
production envisagées, ainsi que les avantages économiques, environnementaux et sanitaires
associes a notre approche innovante. Nous examinons également les défis potentiels et les

stratégies que nous envisageons pour garantir le succés de notre entreprise.

L'amélioration constante des procédes de fabrication fromagére est au ceeur de notre projet.
Notre objectif vise a développer une méthode de production alternative par la pepsine de poulet,
déja exploitée dans l'industrie fromagere au niveau de certains pays. Traditionnellement, la
pepsine est extraite de sources animales, principalement les estomacs de veaux. Cependant, cette

méthode souléve des préoccupations éthiques et environnementales et engendre des colts élevés.

57 |Page



Chapitre IV Start-up

I1. Présentation du projet

11.1. L’idée du projet

Le projet se concentre sur l'industrie alimentaire, en particulier I’extraction des enzymes
protéolytiques a partir des proventricules de poulet. L'idée a I'origine de ce projet découle de la
constatation d'une augmentation de la production et de la consommation du fromage dans le
monde, tandis que la disponibilité de la présure, un coagulant traditionnellement utilisé dans la
production du fromage, ne suit pas le méme rythme de croissance. Cela a entrainé une pénurie
mondiale de présure, exacerbée dans les pays musulmans en raison de considérations religieuses

liees aux rituels d'abattage.

La pepsine de poulet est envisagée comme une alternative viable qui respecte ces
préférences religieuses. Elle est plus facilement accessible et économique par rapport a la présure,
qui peut étre difficile a trouver et colteuse dans certaines régions. De plus, la pepsine de poulet
peut produire des résultats similaires en termes de consistance et de rendement dans la fabrication

du fromage, tout en contribuant a obtenir la texture et la saveur souhaitées.

11.2. Qu’est-ce que vous allez faire :
e Cela se fait par la construction d’un laboratoire qui contient tous le matériel et les produits
chimiques nécessaires et en s’appuyant sur la matieére premiére (proventricules de poulet).
e Le lieu d’implantation est sélectionné ou 1’eau et 1’¢lectricité sont disponibles et il est
préférable d’étre proche des sources d'approvisionnement en échantillons et les

fournisseurs des produits chimiques.

Les valeurs proposées

Le projet vise a produire une enzyme protéolytique a partir du proventricule de poulet.
Cette matiere premiére est largement disponible car elle provient d'une partie non comestible de
la volaille (un déchet), ce qui rend notre produit moins codteux que la présure tout en conservant
des caractéristiques similaires.

Il est important de noter que, jusqu'a présent, il n'y a pas une production similaire de ce type
d'enzymes dans notre pays. L'industrie fromageére algérienne utilise principalement de la présure
importée. Notre projet vise a combler cette lacune en proposant une alternative locale et

économique pour répondre aux besoins de l'industrie fromagere.
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En résumé, nous cherchons a exploiter une ressource abondante et peu colteuse
(proventricule de poulet) pour produire une enzyme protéolytique qui peut étre appliquée dans
I'industrie fromagere locale, réduisant ainsi la dépendance a l'importation de la présure animale

et/ou recombinante.

I1. 3. Equipe de travail
Pour une petite entreprise de fabrication de I'enzyme cible (pepsine de poulet), I'équipe de
travail peut étre composée de quelques membres polyvalents qui assument plusieurs

responsabilités. L’équipe du projet est composée des membres suivants :

— Deux étudiantes :ayant acquis une formation approfondie dans le domaine de la biochimie
appliquée.
— Les roles des deux étudiantes sont :

a) De diriger le projet et prendre les décisions stratégiques.

b) Elles sont responsables de [I'exploitation quotidienne de [latelier, y compris la
fabrication de I'enzyme.

c) Contr6le de qualité du produit fabriqué, réalisation des tests afin d’assurer qu'il
respecte les normes et les spécifications.

d) Responsable marketing et ventes :elles se chargent de la promotion du produit, de la
recherche de clients potentiels, et de la gestion des relations avec les clients existants.

e) Responsable des achats : elles gérent les approvisionnements en matieres premiéres et
en équipements nécessaires pour la production de I'enzyme.

f) Responsable administratif et financier :elles gerent les aspects administratifs et
financiers de I'entreprise, notamment la comptabilité, la gestion des dépenses et des
revenus.

Au début de notre projet, nous pouvons assumer plusieurs roles simultanément ajustés en
fonction des ressources disponibles et des compétences spécifiques nécessaires. Avec
avancement du projet, ces rbles peuvent varier en fonction de la taille de I’entreprise et de
I'étendue des opérations, et I'équipe peut inclure d'autres membres en fonction des besoins du

projet.

11.4. Objectifs du projet
Notre objectif est de devenir le principal producteur d'enzymes protéolytiques,

principalement la pepsine de poulet, en Algérie au cours des cing premiéres années. Nous visons
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a atteindre progressivement une part du marché estimée a 20% au cours des premieres années,
puis a augmenter progressivement cette part jusqu'a atteindre 80% au cours des derniéres années

.tout en explorant également des opportunités sur le marché international.

I1.5. Calendrier de la réalisation du projet
Notre calendrier de réalisation du projet est un élément essentiel pour planifier et suivre le

déroulement de nos activités. VVoici une ventilation des différentes étapes et du temps estimé pour
chacune, en gardant a l'esprit que ces délais peuvent varier en fonction des circonstances
spécifiques a notre projet :

1. Etudes préalables :choix de l'implantation de Il'unité de production, préparation des
documents nécessaires (1 an).
Location d'un siége de production (1 mois).
Commande des équipements (8 mois).
Installation des équipements (2 semaines).
Achat de matiéres premiéres (1 semaine).

o a0~ w N

Réalisation du prototype (5 jours).

Il est important de noter que ces délais sont approximatifs et peuvent étre influencés par
divers facteurs, notamment la disponibilité des ressources, les procédures administratives et les
délais de livraison des équipements. Il est également nécessaire de prévoir du temps pour d'autres
activités telles que les tests, la formation du personnel et la préparation de la production a grande
échelle.

Un suivi régulier de I'avancement du projet par rapport a ce calendrier va nous aider a
identifier les éventuels retards et a prendre des mesures correctives en conséquence. Une

planification minutieuse est essentielle pour garantir le succés de notre entreprise.

I11. Aspects innovants
I11.1. Nature des innovations
Innovation du marché : Nous cherchons a innover en identifiant des niches de marcheé
spécifiques et en développant des stratégies marketing novatrices pour promouvoir les avantages
uniques de notre produit
Innovation technologique : Nous visons a innover en améliorant les méthodes de production, les

procédés et les technologies utilisées pour extraire, purifier et appliquer la pepsine de poulet dans
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le processus de fabrication du fromage. Cela pourrait impliquer I'optimisation de I'extraction,
I'utilisation de la biotechnologie et du génie génétique.

Innovation économique : Notre objectif est d'innover en optimisant la rentabilité de notre projet
en réduisant les codts de production, en recherchant des économies d'échelle et en établissant des

prix compétitifs tout en maintenant une marge bénéficiaire satisfaisante.

I11.2. Domaines d’innovation

Les domaines d'innovation de notre projet sont diversifiés et promettent des avantages
significatifs, c’est le premier projet en Algérie basé sur l'utilisation de la pepsine de poulet dans la
fabrication des différents types de fromage.

1. Utilisation de la pepsine de poulet dans la fabrication du fromage: en utilisant la
pepsine de poulet comme coagulant dans la production de fromages, ce qui n'a pas été fait
auparavant.

2. Durabilité et disponibilité des ressources: en appliquant la pepsine de poulet, nous
favorisons la durabilité et on réduit I'utilisation de la présure importée. Cette approche
valorise également les sous-produits de I'industrie de volaille.

3. Accessibilité économique: en Algérie, ou la disponibilité des matieres premiéres peut
étre un défi, la pepsine de poulet pourrait étre une option plus économique que la présure
traditionnelle, tout en maintenant la qualité des fromages fabriques.

4. Réduction de la dépendance a l'importation: notre projet contribuerait a réduire la
dépendance de I'Algérie a I'importation des agents coagulants.

5. Développement de la filiere avicole: notre projet pourrait stimuler le développement de
I'industrie avicole en utilisant les sous-produits de cette industrie pour produire des

enzymes, créant ainsi une chaine de valeur plus compléte.

Ces domaines d'innovation sont essentiels pour mettre en valeur les avantages et le
potentiel de notre projet, tout en contribuant a résoudre des problemes liés a la durabilité, a

I'économie locale et a I'industrie alimentaire en Algérie.

V. Analyse stratégique du marcheé
IV.1. Le segment du marché
a) Marché potentiel: le marché potentiel pour notre enzyme pepsine de poulet comprend

toutes les entreprises appliquées 1’agent coagulant de lait en Algérie.
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b) Le marché cible: le marché cible de notre enzyme se compose principalement de deux
groupes:

-~ Entreprises fromageres et producteurs artisanaux de fromages: ces entreprises et
producteurs peuvent utiliser I'enzyme d’intérét comme alternative a la présure
traditionnelle pour coaguler le lait et former le caillé dans le processus de fabrication
du fromage. Cela peut offrir une solution moins couteuse et potentiellement plus

durable pour la production du fromage.

En ciblant ces marchés, notre projet pourrait répondre a la demande croissante de fromage
en Algérie tout en offrant une alternative innovante et économique a la présure traditionnelle. Il
est clair que le marché des entreprises fromagéres en Algérie est assez étendu, couvrant un grand

nombre de wilayas :

e 143 Entreprises fromagéres: Wilaya Ain Defla (1), Wilaya Ain Temouchent (1),
Wilaya Alger (47), Wilaya Annaba (2), Wilaya Batna (2), Wilaya Bechar (1), Wilaya
Bejaia (7), Wilaya Biskra (2), Wilaya Blida (12), Wilaya Bouira (2), Wilaya
Boumerdes (9), Wilaya Constantine (5), Wilaya El Tarf (2), Wilaya Ghardaia (6),
Wilaya Jijel (2), Wilaya Khenchela (1), Wilaya M'Sila (1), Wilaya Mascara (2),
Wilaya Medea (1), Wilaya Mila (1), Wilaya Mostaganem (1), Wilaya Oran (8),
Wilaya Ouargla (2), Wilaya Oum EIl Bouaghi (1), Wilaya Relizane (2), Wilaya Saida
(1), Wilaya Setif (2), Wilaya Sidi Bel Abbes (2), Wilaya Tamenrasset (2), Wilaya
Tiaret (2), Wilaya Tipaza (1), Wilaya Tizi Ouzou (7), Wilaya Tlemcen (5).

c) Notre choix de marché cible: les entreprises de fromage qui sont déja habituées a
I'utilisation d'enzymes de coagulation dans leur processus de production. L'enzyme de
pepsine de poulet offre une alternative naturelle et durable a la présure importée, ce qui
pourrait susciter un grand intérét parmi ces entreprises. De plus, les avantages en termes
de qualité du fromage, tels que Il'amélioration de la texture, de la saveur et de la
digestibilite, sont des arguments de vente importants.

d) L'analyse du marché et des clients potentiels: est une étape cruciale pour réussir dans
ce domaine. Il est important de recueillir des informations sur les clients potentiels,
notamment leur historique d'achats, leur taille, leur position sur le marché et leurs besoins
spécifiques. Comprendre leur politique d'approvisionnement et leur stratégie commerciale

est essentielle pour adapter notre approche de vente. Cette analyse approfondie nous
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aidera a évaluer la demande et a elaborer des stratégies pour conclure des contrats d'achat

avec des clients importants.

IV. 2. Mesure de I'intensité de la concurrence

Il n'y a pas des entreprises qui fabriquent cette enzyme en Algérie, donc les concurrents les
plus importants sur le marché algérien sont les importateurs de la présure a savoir 1’entreprise Fly
Chemicals.

Notre évaluation des concurrents est utile. Comme il n'y a pas actuellement de production
locale d'enzyme pepsine de poulet en Algérie, les importateurs de présure sont en effet nos
principaux concurrents. Le fait qu'ils aient une présence établie sur le marché, il a un avantage et
une faiblesse, comme nous avons souligné. Leur dépendance vis-a-vis des fournisseurs étrangers
et les codts liés a I'importation pourraient les rendre vulnérables aux fluctuations du taux de
change. Cette vulnérabilité pourrait étre un argument de vente important pour notre produit,

mettant en avant la stabilité de I'approvisionnement local.

IV. 3. La stratégie marketing

Pour I'emballage, nous avons opté pour la simplicité en utilisant des bouteilles en plastique
d'1 litre pour la vente B2B (Business to Business). Pour les ventes B2C (Business to Consumer),
nous proposons des petites bouteilles. Cette approche vise a répondre aux différents besoins du

marché.

Notre marque, EnzySafal, est représentée par un logo qui met en évidence notre source, la
pepsine de poulet, en utilisant I'image d'un poulet associé a des motifs de fromage pour illustrer

son utilisation dans la fabrication fromagére (Figure 19).

De plus, nous mettons en avant les avantages de la pepsine de poulet par rapport a la
présure importée, notamment son caractére durable, son colt potentiellement inférieur et ses

avantages en termes de qualité du fromage.

Pour renforcer nos relations avec l'industrie, nous proposons des échantillons gratuits pour
essayer notre produit, et pour les consommateurs, nous utilisons une stratégie de visibilité sur les

sites web et les médias sociaux.

Nous avons mis en place une stratégie de commercialisation qui repose sur des prix

compétitifs obtenus grace a une réduction des colts, ce qui constitue une base solide pour
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pénétrer le marché. Notre politique de tarification est alignée sur nos codts de production,

garantissant ainsi une offre compétitive sur le marché.

De plus, nous avons développé des relations publiques pour renforcer notre visibilité et
notre crédibilité sur le marché. Tout cela s'inscrit dans notre objectif de devenir le principal
producteur d'enzymes protéolytiques en Algérie et de conquérir des opportunités sur le marché

international.

Fabrication des
enzymes protéeolytique

g | 4 W
NS -
Figure 19 : Le logo de notre marque
V. Plan de production et d’organisation

V. 1. Processus de production
1. Sélection et préparation des matiéres premieres

a. Identifier les fournisseurs de poulet de qualité.
b. Etablir les critéres de sélection et les procédures d'approvisionnement.
c. Préparer les échantillons de poulet pour les étapes suivantes.
2. Extraction de I'enzyme pepsine
a. Développer un protocole d'extraction adapté a la production d'enzyme.
b. Optimiser les parametres d'extraction, tels que le pH, la température et le temps.

c. Effectuer des essais pour évaluer le rendement et la qualité de I'extraction.

3. Purification de I'enzyme
a. Etablir un processus de purification pour éliminer les impuretés et obtenir une
enzyme pepsine pure.
b. Utiliser des techniques de chromatographie ou d’ultrafiltration pour la

purification.
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C.

Effectuer des contréles de qualité pour vérifier la pureté et I'activité de I'enzyme.

4. Caractérisation et tests

a.

C.

Caractériser l'enzyme pepsine produite en termes d'activité enzymatique, de
stabilité et de spécificité.

Effectuer des tests de performance comparatifs avec d'autres enzymes
protéolytiques disponibles sur le marché.

Evaluer les paramétres optimaux de stockage et de conservation de I'enzyme.

5. Le conditionnement du produit

a.
b.
C.
d.

Choisir les formats et les matériaux d'emballage appropriés.

Créer des étiquettes informatives et attrayantes.

Protéger le produit pendant le transport et le stockage.

Veiller a ce que les instructions d'utilisation soient claires. De plus, il est
recommandé de privilégier des matériaux d'emballage respectueux de

I'environnement.

6. Echelle de production

a.

Développer un plan d'échelle de production pour augmenter la quantité d'enzyme
produite.

Optimiser les conditions de production pour assurer une production cohérente et
efficace.

Mettre en place des contrbles de qualité et des procédures pour garantir la
conformité aux normes de l'industrie.

7. Validation et documentation

a.

Effectuer des tests de validation pour évaluer la conformité de I'enzyme produite
aux specifications requises.

Documenter tous les processus, les résultats et les procédures de production.
Préparer les rapports nécessaires pour la protection intellectuelle et la

commercialisation.

V. 2. L’approvisionnement

Dans le processus d'achat, nous traitons directement avec les fournisseurs de la matiére

premiére (le proventricule de poulet), les fournisseurs des produits chimiques et les matériaux

nécessaires de laboratoire.
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Le paiement de la matiére premiére est direct, car elle est considérée comme un déchet,
donc elle est moins cher. Concernent les produits chimiques et le matériels de laboratoire, le

paiement se fait avec un crédit.

V. 3. La main d'ccuvre

Avec avancement, notre projet crée environ 60 postes.

— Recrutement et formation: assurons-nous d'avoir un processus de recrutement solide
pour sélectionner les candidats les plus qualifiés pour chaque poste. Prévoyons egalement
des programmes de formation pour assurer que notre personnel maitrise les compétences
nécessaires.

— Gestion des ressources: nous devrons avoir une équipe de gestion compétente pour
superviser les différentes fonctions de I'entreprise, de la production au marketing en
passant par la finance. Une bonne gestion est essentielle pour garantir l'efficacité
opérationnelle.

— Normes de qualité: pour les postes liés a la qualité, assurons-nous que notre personnel
comprend et suit les normes de qualité strictes pour garantir la cohérence du produit.

— Gestion des ressources humaines: prévoyons un département ou une personne chargée
de la gestion des ressources humaines pour gérer les questions liées aux employés, y
compris les avantages sociaux, les questions de conformité et la résolution de conflits.

— Santé et sécurité au travail: assurons-nous que notre entreprise respecte toutes les
normes de santé et de sécurité au travail pour protéger la santé de nos employeés.

— Culture d'entreprise: développons une culture d'entreprise positive qui favorise
I'engagement des employés et encourage l'innovation. Une culture solide peut aider a
maintenir la cohésion de I'équipe.

— Evolutivité: envisageons la croissance future de notre entreprise et comment cela
affectera nos besoins en personnel. Prévoyons une stratégie de recrutement pour
I'extension.

— Communication: établissons des canaux de communication efficaces au sein de notre
entreprise pour garantir que les informations et les directives sont transmises de maniére
claire a tous les niveaux.

— Motivation et reconnaissance: mettons en place des programmes de motivation et de
reconnaissance pour récompenser les performances exceptionnelles et maintenir la

motivation de nos employés.
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Gérer une équipe peut étre un défi, mais avec une planification appropriée et une attention

aux détails, nous pouvons construire une équipe solide qui contribue au succes de notre projet.

V1. Plan financier

VI1.1. Codts et charges

factures dans l'annexe.

Désignation Quantité Prix unitaire (DA)

Paillasse de laboratoire 1 25000 25000

Centrifugeuse réfrigérée 1 477 164 477164
Distillateur 10 L Type: HS.Z11.10L 1 80000 80000

Spectrophotometre UV-visible 1 354 000 354000
Agitateur magnétique 1 147 500 147500
pH métre 1 51 603 51603

Bain marie 1 78 000 78000

Bain a ultrasons 6,5 L Type: FSF-031S 1 54600 54600

Mixeur 1 10000 10000

Balance analytique 1 15500 15500

Vortex 1 38 700 38700

Réfrigérateur 1 64000 64000

Micropipette 100-1000 pL 2 6 760 13520

Total 1409587

Désignation Quantité  Prix unitaire (DA)
Bécher en verre 50 mL 1 381
Bécher en verre 100 mL 1 461
Bécher en verre 250 mL 1 450
Bécher en verre 500 mL 1 998
Bécher en verre 1000 mL 1 1299
Fiole jaugée 100 mL 1 2999
Fiole jaugée 250 mL 1 3999
Fiole jaugée 500 mL 1 4374
Fiole jaugée 1000 mL 1 7497

Tableau XI11: Colts du matériel de laboratoire sur une période de 10 ans: inclusion des

e Tableau XIV: Codts de verrerie et petits équipements de laboratoire pour 5 ans :
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Erlenmeyer 100 mL (10 PCE) 4003
Erlenmeyer 250 mL (06PCS) 5278
Erlenmeyer 500 mL (12 PCS) 12 996
Flacons en verre 500 mL 1 2420

Eprouvette graduée en verre 100 mL 1 1083
Eprouvette graduée en verre 500 mL 1 1700
Portoir de tubes a essai 1 1965
Tube conique 15 mL (10 piéces) 500

Boudine de dialyse 152 m 18 748
Tube Eppendorfs 1,5 mL 500 unités 1640
Cuves en verre (10 unités) 5999

Tubes a essai (100 PCE) 4 454
Egouttoir 1 6 500
Total 89742

e Tableau XV: Les colts des fournitures de bureau

Matériel de bureau Prix (DA)

Bureau et chaise 20000

PC 50000
Imprimante 20000
Climatiseur 70000
Total 160000

e Tableau XVI: Les frais du transport
Transport Prix (DA)

Transport 2000000

e Tableau XVII: Les couts des produits chimiques

Désignation Quantité Prix unitaire (DA) Durée de vie
NaOH 1kg 4000 2 ans
HCL 1L 2000 2 ans
Acide citrate 1 Kg 8000 2 ans
Phosphate de sodium dibasique 500 g 11000 2 ans
Chlorure de sodium 1kg 3500 2 ans
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EDTA 1 Kg 8000 2 ans
Carbonate de sodium (Na2COs) 1 Kg 4000 2 ans
Sulfate d'ammonium (NH4).SO. 1 Kg 5000 2 ans
Acide trichloracétique (TCA) 1 Kg 15000 2 ans
Réactif de Folin-Ciocalteu 500 MlI 23000 2 ans
Citrate de sodium 1L 8300 2 ans
caseine (Sigma-Aldrich) 5009 1161,93 2 ans
BSA (Sigma-Aldrich) 25¢ 36000 2 ans
Bleu Brillant de Commassie G250 25¢ 14000 2 ans
Ethanol absolu 1L 2400 2 ans
Total 108661,93
e Tableau XVIII: Autres frais
Des autres frais Prix Durée
Affaires de bureaux 12000 1ans
Equipement de nettoyage 10000 1 ans
Vétements 12000 1lans
Emballage 24000 1ans
Total 58 000
V1.2. Chiffre d'affaires
Tableau XIX: Le scénario optimiste
Produit destiné au client N+1 N+2 N+3 N+4 N+5
Quantité du produit (L) 1200 2592 4320 6048 7776
Prix HT du produit (DA) 6000 6000 6500 7000 7500
Ventes du produit (L) 780 1685 3024 4536 6221

Chiffre d’affaires global (DA) 4680000 10110000 19656000 31752000 46657500

Tableau XX: Le scénario pessimiste

Produit destiné au client N+1 N+2 N+3 N+4 N+5
Quantité du produit (L) 1200 2592 4320 6048 7776
Prix HT du produit (DA) 5500 6000 6500 7000 7500
Ventes du produit (L) 440 1166 2160 3326 4666

Chiffre d’affaires global (DA) 2420000 6996000 14040000 23282000 34995000
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VI. 3. Comptes de résultats
Explication de la methode de calcul de résultats
Consommation de I’exercice = I’achat consommé + service extérieur et autre consommation
La valeur ajouté d’exploitation = la production de 1’exercice - consommation de 1’exercice
Résultat opérationnel = Excédent Brut d'Exploitation - Dotations aux amortissements
- Le besoin en fonds de roulement BFR :
La notion de besoins en fonds de roulement : sont les montants que I'entreprise doit déployer
afin de compenser les exigences découlant des variations de trésorerie entre les encaissements et

les décaissements.
BFR = Actives circulant - passive circulant.
BFR = les clients + les stocks - les fournisseurs.

Tableau XXI: le BFR de I’entreprise

Année N+1 N+2 N+3 N+4 N+5

BFR 1137773 2254761 5586541 4298073 2200800

Le fond de roulement :
Le fonds de roulement représente une réserve financiere constamment disponible permettant de
prendre en charge les dépenses courantes d'une entreprise, telles que le paiement des
fournisseurs, des employés et des frais de fonctionnement, en attendant de recevoir les paiements
de ses clients.
FR = capitaux propres - actif non courant
Tableau XXII: le FR de I’entreprise

Année N+1 N+2 N+3 N+4 N+5

FR 5697773 6890412 17758091 19540073 36213506

Un fonds de roulement positif indique que les ressources de I'entreprise sont suffisantes et

stables sur une période de plus d'un an, ce qui permet de soutenir ses opérations. Lorsqu'il est
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calculé sur le court terme, un fonds de roulement positif signifie que la liquidation des actifs a

court terme peut servir a rembourser les dettes a court terme si nécessaire.

V1. 4. Plan de trésorerie
La trésorerie nette se calcule comme suit : approche par le haut du bilan :

Trésorerie nette = fonds de roulement — besoin en fonds de roulement

Tableau XXIII: la trésorerie de I'entreprise

Année N+1 N+2 N+3 N+4 N+5
FR 5697773 6890412 17758091 19540073 36213506
BFR 1137773 2254761 5586541 4298073 2200800
TN 4560000 4635651 12171550 15242000 34012706

TN >0 : I’équilibre financier est atteint, signe de solvabilité
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Conclusion

Dans notre travail, nous avons réalisé des essais expérimentaux pour étudier la coagulation
du lait par différents extraits enzymatiques obtenus a partir de sources d'origine animale (pepsine
de poulet), vegétale (latex de figuier) et microbienne (souche M. circinelloides), dans le but de
remplacer la présure commerciale importée par des alternatives potentiellement plus durables et
locales. Notre étude consistait a caractériser ces trois agents coagulants et a tester leur efficacité
dans la fabrication de deux types de fromage (Frais et Camembert). Cette étude a assuré
également d'approfondir nos connaissances théoriques et pratiques dans le domaine de la

technologie de transformation fromagére.

Dans notre démarche, nous avons suivi trois étapes. Premierement, nous avons procédé a
récupérer les matieres premieres contenant les systéemes enzymatiques recherchés et les extraire a
partir des proventricules de poulet, du latex de figuier et de la culture de M. circinelloides.
Ensuite, nous avons caractérisé les propriétés coagulantes et protéolytiques de ces extraits
enzymatiques, ce qui a assuré 1’évaluation de I'efficacité de chaque extrait dans le processus de
coagulation du lait et la dégradation de ses protéines. L’extrait de ficine a exercé la force
coagulante la plus élevée, par contre 1’extrait de pepsine a présenté I’effet le plus faible sur
I’hydrolyse des caséines du lait. Ces informations sont cruciales pour estimer leur potentiel

d'utilisation dans la fabrication des fromages ciblés.

Deuxiemement, nous avons entrepris une étape de pré-purification en utilisant une
précipitation différentielle au sulfate d'ammonium suivie par une étape de dialyse. Cette
démarche a permis de concentrer les enzymes, d'éliminer une partie des impuretés et d’ameéliorer
la pureté et la qualité des extraits enzymatiques. La réussite de cette étape a été constatée plus
avec I’extrait de pepsine de poulet suivi par 1’extrait fongique de M. circinelloides, concernant le

rendement, le facteur de purification et le rapport AC/AP.

Troisiemement, nous avons procédé a la fabrication du fromage a pate molle type
"Camembert” et du fromage frais a I'échelle industrielle, en remplagant la présure par les trois
extraits lyophilisés de la pepsine, de ficine et de M. circinelloides, en suivant le méme processus
de fabrication. Au cours de cette étape, nous avons analysé le rendement fromager ainsi que les
caractéristiques physico-chimiques et sensorielles des fromages obtenus. Nous avons noté que
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les fromages fabriqués a partir de I’extrait lyophilisé de la pepsine de poulet étaient pratiqguement
similaires a ceux produits par la présure commerciale, avec seulement une légére différence dans

le rendement fromager, la texteur et le godt.

En conclusion, notre étude démontre des résultats prometteurs en mettant en évidence la
possibilité d'obtenir des extraits enzymatiques capables de remplacer la présure commerciale
dans l'industrie fromagére. L'enzyme de pepsine issue de poulet s'est avérée particulierement
remarquable assurant 1’obtention des fromages ayant un profil de saveur proche de celui obtenu
avec la présure commerciale. De plus, bien que le rendement fromager assuré par 1’extrait
lyophilisé de M. circinelloides soit plus faible, il a démontré un excellent godt et une texture
appréciable pour les fromages frais produits. De méme, I’extrait de ficine a également présenté

des résultats prometteurs avec une texture intéressante caractérisant les fromages frais fabriqués.

Ces résultats sont d'autant plus passionnants que ces extraits enzymatiques sont obtenus a
partir de matiéres premiéres locales disponibles et inexploitées, ce qui pourrait contribuer a
réduire la dépendance aux coagulants importés et favoriser une production fromagére plus
durable et adaptée aux pratiques locales. De plus, I'enzyme de pepsine issue du poulet se présente
comme une option optimale dans l'industrie fromagére, ouvrant la voie a une filiere fromagere

plus durable, locale et respectueuse de I'environnement.
En perspectives, il serait intéressant de poursuivre ce travail par des recherches
complémentaires, en effectuant :

e Une purification totale des trois extraits enzymatiques afin d'obtenir des enzymes encore

plus pures et efficaces ;

e Une étude de faisabilité technico-économique de I'extraction de ces enzymes coagulantes

pourrait également étre réalisée pour évaluer leur viabilité commerciale en fromagerie ;

e L’utilisation des enzymes extraites soit d'origine animale, végétale ou microbienne a
grande échelle en technologie fromagere et mener une étude comparative sur la qualité

des produits finis;

e L’étude des paramétres influencant I’activité des enzymes purifiées afin d’améliorer la

qualité et le rendement fromager.
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Annexe 1

Tableau Al: Liste du matériel et des produits chimiques utilises.

Réactif et les produits Appareille

Bicarbonate de sodium (NaHCO3) Etuve (Venticell)

Acide chlorhydrique (HCI) Agitateur magnétique (Hotplate Stirrer)
Acide acétique Centrifugeuse non réfrigerée (Sigma)
Hydroxyde de sodium (NaOH) Bain Marie (Nive Bath)

Acide citrique Balance (Kern)

Chlorure de calcium (CacCly) Hachoir a viande (Sonashi)

Phosphate de sodium Na;HPO4.2HO; Bain d’ultrasons (HD SELECTA)

acide lactique pH-métre (HANNAHI-2211)

Réactif de Folin-Ciocalteu
Ethanol absolu

Chlorure de sodium (NacCl)
Acide trichloracétique (TCA)
Caséine

Bleu Brillant de Coomassie G250
BSA

Sulfate d’ammonium (NH4)2SO4
Acide ortho-phosphorique a 85%

Un certain nombre de petits matériels appropriés a été également utilisé dans cette étude. Il
s’agit de : béchers de différents volumes, burettes graduées, Erlenmeyers de 250 mL, éprouvettes
graduées (10, 25, 100 mL), fioles jaugées (100, 250, 500 mL), micropipettes (100-1000 uL et 10-100

pL), spatule, tubes a essai stériles. . .etc.
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Annexe 2

Préparation de milieu de culture, des réactifs et solutions tampon

1. Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (g/L)

Pomme de terre......... 200
Glucose..........couene.. 20
Agar.........cooeiinennn. 15
Chloramphénicol....... 0,05
Amoxicilline............. 0,5

pH final..................

2. Réactif de Bradford

BBC G-250. .., 01g
Ethanol absolu........ccovvuvvennen... 50 mL
100 mL

Acide ortho-phosphorique 85%......
Jusqu’a 1000 mL

Eaudistillée............................
(Noble et Bailey, 2009)

3. Tampon phosphate de potassium (0,1 M; pH 5,5)
Solution A: Phosphate de potassium monobasique (KH2PO4) 0,2 M.

— Solution B: Hydroxyde de sodium (NaOH) 0,2 M.
Pour avoir un tampon a pH 5,5 ; 0,1 M : mélanger 25 mL de la solution A + 2,85 mL de

la solution B, puis compléter le volume jusqu'a 100 mL.

4. Tampon citrate/phosphate de sodium (0,1 M)
Solution A: Acide citrique (CsHsO7) 0,1 M.
— Solution B: Phosphate de sodium dibasique (Na2HPO.4) 0,2 M.
Pour avoir un tampon avec le pH souhaité, mélanger un volume x de la solution A

avec un volume y de la solution B, puis compléter jusqu’a 100 mL avec I’eau distillée (Stoll

et Blanchard, 2009).

pH x (mL) y (mL)
4,0 30,7 19,3
52 23,3 26,7
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Annexe 3

Courbes d’étalonnage
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Figure Al. Courbe d’étalonnage de BSA (1 mg/mL) utilisée pour le dosage des proteines.
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Figure A2. Courbe étalon de la tyrosine (0,1 mg/mL) établi pour le dosage de I’activité

protéolytique.
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Annexe 4
Budget de startup

Figure A3. Bilan de startup

_ HEPLLISMIUH‘ PHEUISIDH\

En milliers DZ0 N-21 N-1 N M+ N+ N3 N+ M5
203/204/105/207 mmabilistation Incorparelles
Immabilisation Corporelles - - - 3569587 46742753 5846162,2 70324054 8218648,6
Terrain 0 0 0 0 0
Batiment
Autres Immahilisations Corporalles 3569587 45742753 58461622 70324054 8213643,5

Immodbilisations en concession

Immabilisation en cours

Immabilisations Financieres - - - 0

Titras mis en equivalence

Autres participations et craances rattachees

Autres Titres immobilises

Prets et autres titresfinanciers non courants

Impats diffares actif
ACTIF NOM COURANT - - - 3569587 4674279,3 5846162,2 70324054 8218643,6
Stocks et encours - - - 1595549 4389145 7671949 5147949 5407149
Créances et emplois assimiles
Clients 200000 1100000 1800000 2100000 5500000
Autras debiteurs

Impats at assimiles

Autres créances et emplais assimiles

Disponibilitas et assimilas

Placements et autres actifs financiers courants
Tresorerie 4560000, 46356396/ 6340000 15243000 34012706
ACTIF COURANT - - - 2595549 6208479,965| 8786379,965 10687479,57 11371779,57
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_ HEPLLISATIUH‘ PREVISION

En milliers DZD -2

N-1

N i+l

N2

M3

N+4

li+5

CAPITAUX PROPRES

Capital emis

4180000

3130000

3130000

3130000

$130000

Capital nonappele

Ecart de reevaluation

Primes et raserves- Raserves Consolidaes

Resultat net- RN part du groupe

1087360,34

3384681,105

10192702,82

183924785

36252154,18

Autres capitaux propores-report 3 nouveau

{1}Part da la sociata consolidante

CARITAUX PROPRES

9267360,34

11564651,11

18372702,82

16572478,5

44432154,18

PASSIFS NON-COURANTS

Emprunts et dettes financiares

impot différe passif

Autres dettes non courantes

Provisions et produits constates d'avance

PASSIFS NOMN-COURANTS

PASSIFS COURNATS

Fournisseurs et comptes rattaches

1253175,66

Impats

3734433,195

3885408,385

£855275,305

1370634942

Autres dettes

Trasarerie passif

PASSIFS COURANTS

Verification de |'aquilibre Actif/ Passif

1253175,66

3734433,195)

£955875,905

1370634942
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Annexe 5

Comptes de résultats escomptés

Figure A4. Comptes de résultat prévisionnel de startup

REALISATION PREVISION
En Milliers DZD N-2 M-1 N N1 N+2 N+3 M+ N+5
Vente et produits annexes 70 4680000 10110000 19656000 (31752000 (46657300
Variation des stocks produits finis et en cours 72 1520000 (3443200 |3424000 110384000 | 11664000
Production immabilisee 73
Subvention d'exploitation 74
Production de l'exercice 7200000) 15553200 28030000 42336000| 58321300
Achats consammés 60 3035681| £494030,96] 108556811 14817281 qso73ssq
Services Extérieurs et autres consommationsl /62 768000 731000 1271000)  1367000) 1467000
Consommation de ['exercice 3803681] 728508096] 11926681 16134281 20443831
Valeur ajoutée dexploitation 3306310 320811904] 16153319 26131719 37875610
Charges de personnel 63 1952000| 4416000 5376000  705R000 501600
mjpdits et taves et versement assimilés4
Excédent Brut d Exploitation 14443101 385211904 10777319] 19005719) 37074019
Autres produits opérationnels 75
Autres charges apérationnellesG5
Dotations aux amartissements, Provisions 63 3569587) 46741733) 53461622 T03240.54( 2935485
Reprise sur pertes de valeurs et provisions73
Résultat opérationnel 10873603 338460111| 101027028 18302478 5| 362521542
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Figure A5. Comptes su trésor
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Annexe 6

N
01141134

35098 7

D095

-S00000
238175,86

N+2

NH

N

N3

3304091 11

101927028

1839478,

IRJIRY;

LR

Jeal6, 22

T34

821864,

109300

118280

-L4TH000

15300

300000

-100000

30000

3400000

147625733
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07046722

SRILYEN

1035,/
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Annexe 7

Figure A6. Modéle d’affaire

activités principales @? Valeur fourni “@j relation client @ Segment de clntel @

Nous construisons des

rincipaux nartenatres ) : Fahricants de fromage
prifcipaix p la production de relations solides avec nos recherchant une alternative
+  Fntreprises 'enzyme pepsine de une alternative  clients en offrant un service  parurelle of de haute qualité
fromagéres et les poulet et I"application innovante i la client exceptionnel, en  comme la présure traditionnelle,
: 1 artageant des informations
prc:ducteurs dans la production de presure |fne lt]echngques Dertinente f e Entreprises soucieuses de a
artisanaux de fromage . qualité coondant ravidement 3 | PYOYEIAACE de leurs ingrédients
fromages équivalente, une lr epnnb M, raplr:jnj;en ﬂ et de la durabilité de lears
Enfrenrises d ressources clés conformité TS DESOMS SPECIIGUES. — * yrocessus de production.
*  Entreprises de o] il
Produits Laitiers 4 €xperts en biochimie rehgleus:e et uchs caria.ux Fabricants de fromage valorisant
* Responsable des achats c.out multi-canal : des normes de qualité élevées et
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Annexe 8

Figure A7. Les factures pro-forma de matériel de laboratoire biochimique

F i EURL DARELMED
D.ﬁ.HELME importation de meaterie]l medscal
T EVEL

FACTURE PROFORMA MN® : 0389/2023 e AR
CLIENT

- '
IDF - OOBE] SONSIN TS S B,

Y BDL, Agerce TED noursslls wlle
K DE CORPTE. © DO B0 oo s s aor e | -cop Bl P
EOOAT cha W -
[ -
" r, LM“ a
[0 Cesar gy T [TE [ - Prim wrwiaise Tem % Sdzemtma i HT
HE I 0L ESTILLATELR 150 LITREL Lirmkss a a0 000,000 | 1900 B D00

Ty - HES En1o 100
e - FalTHFLL
g : THIHE

NSPOrAELE - (XS 0 wrs

EN 3800 Lper brophod arrertrs Lirisn n A 000 0 | 1988 15 eSS
ol mes 300
marrps: B
o ree: Pealky
HE IS Lper trophotorsrtrs Lirwtss n e S5S 0a | 1988 o S0 S
Mol - ME 35

M rgoar coa ek Bam
St che e

DNSPOEaELE - XS sSe el

wWhE-F-I Eamrd M EIE & E LITRES Lrwits 1 aF SO0, 00 | 19,55 [ i B =]
Typs = WIE-F-2
Margeee - FalTHFUL
g @ LHIHE
(L. i == [ ST T i 18 LRI S o Lretn n S OO0 | 19S5 TS S
ST e

Ty - D -ZIDENIL
M rcpeae - FaTHFUL
eigure : LHIHE
- OSSieL Badr rraar inox 10 8 LEten e poempn Urriss n 1A 0S| 19S5 11E DS
L b

Ty - O -2IONNIL
e - FaTHPUL
g : CHIHE

v B animE a9 UTRES B PuExy Ut L 0 1S (- =]
Aokl = S -a8L
Mo rogear -

Oigine : CHIHE

ELNFL. DA RELRMED, Leacsiis Ot D, himivesable H™ 132, Towlseht - TEE rad P
TEL - O 41 88 85 7 0580 5F Fi E5 - Fax - Olbs 41 58 58 - Site Web o s darelersed oo
bl - Serwl e c® gTa il oom




Annexes

SARL AMA ELECTROMIC
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Figure A8. Facture pro-forma des produits chimiques

Annexe 9

PROC HIWMA —SIGGAVA

A saervice o Ta Science, a Sanfa ef Nndusinre

MY 12 Fum SELESH BEMAL], Fhamoer

F

Ml . cxyekiec ot - T ST
W prChiT L SRR DT

Tk 04343 47 &2
ax D= 34T @6

Devis n® 60606

Chent W°: CLIIIE

I r=soam

W, OSTET

Farticuber

Adroame :

E-mail : clisnisle

Tl Fax - Mom et prénom - Mme Zidan Faics

Tl - DASSOE-EEET
A iy "
:: Emul: == Igma.
M Afim. S confinTar B priss gn compis 3 voire
b o coamrmmncks, vesall e nde mrmer vonre

IS Accusd de Commands

P e Danignascn Diapari b Uniga == P sritsire  Non@mne 0T
TEF I S By st T L 1,00 12 B00S0 prd il
SPIEE MaH-1 S e SRt s L H 1,00 1 TS5000 1 750,00
SPTOASPE-TRG  Socwpm pterssheie dobese @Sy, s [t " HE ] 2 30600 F 34w 6
101000 Socnn chkona for ety SR G ] 1 EESO 00 1850 00

ACE 80 Fady Ph Eu
SPIiaab- 1S  SO0e HYDROMDE P, furtics gel ity s T 1,00 2 EAE00 F S 6
HIFEn-aol HyDfOCHLORIC SO0 WA 3T %, PEBOTTLE B & s 280 1,00 R ol ] rd- il
RE&E 50, REME PH EU
Tirt sy -SO00 S00Led CambBOna TE, S5 051 05%, A0S SO0 1,00 10 550, 11 506,00
S 550005 ANPAOHILK SULFATE ACS RESCENT SO0 1,00 10 50050 wh S 05
ko Falii] TRICHLOROACETES ACD FOR SYNTHESS 1,00 10 5550 0 B0 00
TLEHED T DO Foln-Cacalim s phasol rasgant 1,00 Sk S0 24 S 65
hl-p ] S chrale Serer Sirpsrate 1,00 5 B3G50 F ]
TS 2440 0 CRSERN FOR BIOCHEWISTRY 1,00 50 Toouo0 SO T80
SO 2N BIKE SERLM ALELUER, HEAT SHO0K FRACTS 5o 1,060 S 4000 LT
A repcrier RE+E 30N )

Sorkiis Gubreiraie: D31 03435 111 30 16 @I LTI
R B e R R

Pl F: 30100 I0T -0 LG L
b 03531 338 DDl 24

AL: 10 b CIE-0L8-1530
Ak LI Bl 20 BT




Annexes

Repert 153 490,00
TNEISEF SOOMASSIER) BRILLAKT BLUE & 250 (s-3 255 1,00 IEEM00  EEMO0
COMMASSE|R) BRILLIANT BLLUE G 290
SPOUSUAS-2 51 Estaral Absokn s 251 10 TN 2NN
ST 31000 ohe-Phaaphen: aod B lof asshrs ENSURED 13 i 1,8 4 50,00 T 980 06
RCE S0 Raig. Ph Ew
EfSL Eatw i biben 5L 5 1.0 188,00 18008

AT AN T I,



Résumes




Résumé

Cette étude vise a évaluer le pouvoir coagulant de certaines enzymes extraites a partir du latex de figuier (Ficus
carica L.), de proventricules de poulet (Gallus gallus) et des cultures de M. circinelloides sur milieu solide, ainsi de
déterminer si ces enzymes, sous une forme partiellement purifiées, pourraient étre utilisées comme alternatives a la
présure commerciale importée dans la fabrication du fromage frais et Camembert. L extrait des proventricules de poulet
exprime une activité coagulante de 1’ordre de 973,333 + 23,09 US/mL, tandis que 1’extrait de latex de figuier présente
une activité plus élevée de 4260,651 + 43,40 US/mL. L’extrait brut de M. circinelloides exerce une activité coagulante
moyenne de 1533,333 = 57,73 US/mL. L’application de 1’étape de pré-purification basée sur la précipitation
différentielle au sulfate d’ammonium et la dialyse a permis une amélioration de la pureté, le rendement en activité et le
rapport AC/AP de I’extrait lyophilisé de pepsine et de M. circinelloides. Des résultats moins efficaces ont été notés
pour ’extrait de la ficine. Les données obtenues ont révélé que 1’extrait lyophilisé de pepsine de poulet présente des
propriétés technologiques proches de celles de la présure commerciale, assurant I’obtention d’un rendement fromager,
un go(t et une texture des fromages comparables. Ces résultats ouvrent la voie a des essais semi-industriels et suggerent
la possibilité de substituer I'enzyme commerciale par des enzymes locales pour une production fromagere durable et
adaptée aux pratiques locales.

Mots-clés: protéase, agent coagulant, Ficus carica L., pepsine de poulet, M. circinelloides, fromage.

Abstract

This study aims to evaluate the milk-clotting activity of some enzymes extracted from fig latex (Ficus carica L.),
chicken proventriculi (Gallus gallus) and cultures of M. circinelloides on solid medium, and to determine if these
enzymes, in a pre-purified form, could be used as an alternative to the commercial rennet in the manufacture of fresh
and Camembert cheeses. The extract of chicken proventriculus exhibited a milk-clotting activity of 973.333 + 23.09
SU/mL, while the extract of fig latex had a higher activity of 4260.651 + 43.40 SU/mL. The crude extract of M.
circinelloides exhibited an average milk-clotting activity of 1533.333 + 57.73 SU/mL. Application of the pre-
purification step using differential precipitation with ammonium sulphate and dialysis allowed an improvement of the
purity, the activity yield and the MCA/PA ratio of the freeze-dried extracts of pepsin and M. circinelloides. Less
effective results were noted for the ficin extract. The obtained data revealed that the freeze-dried extract of chicken
pepsin had technological properties close to those of the commercial rennet, ensuring the obtaining of comparable
cheese vyield, taste and texture of cheeses. These results pave the way for semi-industrial trials and suggest the
possibility of replacing the commercial enzyme with local enzymes for sustainable cheese production adapted to local
practices.

Key words: protease, coagulant, Ficus carica L., chicken pepsin, M. circinelloides, cheese.
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