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I ntroduction

Les enzymes sont actuellement largemelisags comme auxiliaires technologiques.

60% de ces enzymes sont des protéd3ekd, 2016).Ces derniers sont les catalyseurs les
plus efficaces et les plus recherchés et jouentra@la important en biotechnologie,
particulierement en industries alimentairdes enzymes protéolytiques (protéases ou
protéinases) font partie de la classe des hydmlaga effet, ce sont des enzymes qui
catalysent les protéines dans des sites bien gpéxsfen scindant la liaison peptidique. Ces
enzymes ont été utilisées dans des applicatioméregment vari€es telles que l'attendrissage
de viande et la fabrication des fromag€es protéases ont plusieurs origines microbiennes,
animales ou encor végétales tel que la ficine algenpartir de latex du figuier.

La Ficine, est le nom donné pour I'enzyme protéglg (endopeptidase) isolée a partir de
latex des arbres du gerfrecus. Elle appartient a la famille des protéases aéayst(Azarkan
etal., 2011 ; Zarest al., 2013).

Le latex du figuier qui contient la ficine estnployé depuis les périodes antiques pour la
fabrication des fromages ou comme un antihelminihi¢iFeijoo-siotaet al., 2014). La ficine
est aussi utilisée pour [lattendrissement de landéa Grzonka et al., 2007).
Traditionnellement, dans les montagnes d’Algériatipulierement la Kabylie, le latex de
figuier (ficine brute) est utilisé comme agent agdagt pour la préparation d’'un fromage

connu sous le noAGUGLLI.

Il existe essentiellement deux types de coaiguiatune lactique, est réalisée a l'aide de
ferments lactiques par dégradation du lactose ate dactique, et I'autre enzymatique par
protéolyse des caséines par des enzymes de diffécgigine. Les industries fromageére
utilisent la présure comme agent coagulant quobstnue traditionnellement & partir de la
caillette de jeunes veaux non sevré elle est vends forme de poudre, et elle est constituée
de 80 % de chymosine et 20% pepsidelijin, 2015).

Durant ces derniéres décennies, il a étérgbane pénurie mondiale en présure pour des
raisons zootechniques et économiques parce ga'@bmnu une demande accru a cause d’'une
augmentation réguliere de la production mondialefrdmage. Raison pour laquelle des
recherches ont été activement poussées dans ledédurouver de nouvelles sources
potentielles d’enzymes qui pourront étre substgugéda présure animale (Banga-mbako
al., 2002).

UAMO 1



I ntroduction

Parmi ces succédanés, les plus anciens omoawet lesprotéases d'origine végétale
employées dans des préparations traditionnelllestglie celles provenant, du chardon, ou du
latex de figuier et de la papaine. Pour palliee &éficit en présure, d'autres enzymes ont été
envisagées telles que les protéases d'origine doagsynthétisées paucor pusillus et
Endothia parasitica. il existent aussi des succédanés d'origine animalete les pepsines
porcine, les protéases gastriques d'animaux meriles pepsines extraites des proventricules
de volailles Boughellout, 2007)

L’enzyme qui a fait I'objet de ce travail esttraite a partir de latex des figuiefadus
carica) dans la zone d’Ahl el ksar et Tagarbouzth wildgaBouira.

L’objectif principale de cette étude est Eovisation du savoir faire ancestrale comme
pratiques traditionnelles des pasteurs Kabylesfajiquaient leur fromage frais sur place
durant le paturage en utilisant le lait de chepee,la caractérisation de I'extrait brut de latex
“la ficine”, ainsi que I'étude de la possibilité den emploi comme succédanés de présure
dans l'industrie fromagére pour fabriquer le fromady pate molle “le camembert”. Pour
atteindre cet objectif nous avons fixé des objecécondaires :

» Extraction et caractérisation de la ficine du ladexfiguierFicus carica L.;

» Utilisation de cet extrait étudié dans la fabricatid’'un fromage a pate molle type

« Camembert », et sa comparaison avec celui olaesula présure microbienne;

» Caractérisation physico-chimique, biologique etsseielle du camembert obtenu.

UAMO 2



Synthese bigptaphique

l. Le figuier
I.1. Généralité sur le figuier

Le figuier est un arbre de la famille des Moesca feuilles caduques et une espece diploide
(2n = 26) dont le nom botanique é3tus carica L,a un qualificatif générique qui signifie

verrue pouiFicusetcaricafait allusion a une région en Turquie (Oukabli, 200
[.1.1. Position systématique du figuier

Du point de vue systématique, la classificatimtanique du figuier comme décrite par
Gausseret al.(1982), Joseph et Raj, (2011) est la suivante:

Embranchement : Phanérogames
Sous embranchement Angiospermes
Classe :Dicotylédones

Sous classe Hamamélidées

Série : Apétales unisexuées

Ordre : Urticales

Famille : Moraceae

Genre : Ficus

Espéce Ficus carica L.

1.1.2. Origine et répartition géographique

Le figuier est un arbrieuitier tres anciennement connu dans le monde, son origgte un
peu confus. Selon Vidaud 1997, le figuier est pbtdraent originaire du Moyen Orient et
naturalisé dans plusieurs régions et surtout cellegourtour du bassin méditerranéen dont il
fournit I'essentiel de la production mondialet arbre, au passé mythique et nonkais
carica, cette espece a été cultivée par les phéniciesssyigens, les égyptiens et les grecs

dans tout le bassin méditerranéen (Vilmorin, 2003).

1.1.3. Aspect physiologique de figuier

Ficus caricaposséde une étonnante capacité de régénératiétatiég et de production
de fruit sans production de fleurs visibles. Leuiigy posséde deux espéces les biféres avec

UAMO 3



Synthese bigtaphique

deux production : figues de premiére récolte owdg) fleurs (ElI bakkor) et figues de
deuxieme récolte ou figues d'automne (karmoucksatniféres avec une seule production.

L'évolution des figues fleurs ne nécespiis de pollinisation et se fait d'une maniere
parthénocarpique (Vidaud, 1997 et Oukabli, 2003).

[.2. Généralités sur le Latex

Toutes les parties de I'arbre de geRreus carica Lcontiennent le latex, il assure une
protection et une autoréparation contre les agmessphysiquesll est constitué d'un fluide
cytoplasmique contenant les organites habituelscdiigles végétales, telles que les noyaux,
les mitochondries, les vacuoles et les ribosonesmskyet al.,2008).

Il est connu depuis des années que le latexgatee Ficus contient une activité
protéolytiqgue. Le nom ficine a été découvert pablitos (1930) pour la poudre blanche
purifiée dotée d’une activité antihelminthique ahtex partir de latex de gerfrecus (Leulmi,
2016)

Au fait, c’est en 1992 que I'Union Internatéd@ de Biochimie et de Biologie Moléculaire
a recommandé le nom ficaine pour la « composanteure protéolytique du latex du
figuier » le latex est une suspension aqueuse de couleuchdail est largement distribué
dans la plante (Kinet al.,2008).

Ce liguide contient divers métabolites selares comme les composés phénoliques et
des protéines a savoir les protéases a cystéineaa et Konno, 2009). Le latex est
constitué de caoutchouc, résine, albumine, sucexide malique, enzymes protéolytiques,
diastase, estérase, lipase, catalase et perox{dtessph et Rap011).

Par incision du tronc on recueille le latgx coagule rapidement : filtré puis desséché, il
constitue la ficine brute. Elle peut étre utilisgar l'industrie agroalimentairgpour

I'attendrissement des viandes et la coagulatiolaiti@_ansky, 2008).

1.2.1. Caractéristiques de la Ficine

La ficine ou ficaine (EC 3.4.22.3) est une aeptidase appartient a la famille des
protéases a cystéine, isolée a partir de lateadees du genreicus (Julio, 2007).
Les informations disponibles indiquent que larficia beaucoup de propriétés communes
avec la papaine, une figue verte pesant 10-15 giecdrenviron 100 a 150 mg de protéases
(Devarajet al.,2011).
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La séquence d'acides aminés déterminée psuesidus du site actif ressemble de pres a
la séquence correspondante dans la papaine elliertoR10 acides aminés pour un poids
moléculaire compris entre 20 et 35 KDa (Devatagl., 20082011).

Son site actif est constitué de deux acidesnés qui sont la cystéine (Cys-25) et
I'histidine (His-159). (Katsarost al.,2009).

C'est une endopeptidase activée par les thablies réducteurs (cystéine. thiosulfate,
glutathion), elle est inactivée par les ions migadéls, les oxydants et les réactifs qui
réagissent avec les thiols. Le fractionnement etplaification par chromatographie
échangeuse d’'ion a donnée 5 isoformes de ficineB(AC, D1 et D2) selon leur ordre de
I'élution. L'autolyse de la ficine peut donner desptides qui ont des poids moléculaires
compris entre 14 et 18 KDa.

La ficine présente une grande stabilité theue Sa température d’activité est comprise
entre 45 a 55 ° C. L'activité maximale de la ficest obtenue dans une gamme de pH de 5 a
8, elle est active a des valeurs de pH comprises é&yfreet 8,5 avec une activité optimale a
pH 7 linactivation compléte de la ficine se praden dessous de pH 3, ainsi que la
dénaturation induite par le pH, conduit a un étatigllement plié a un pH acide (Devaedj
al., 2008, Azarkanet al.,2011).

|.2.2. Utilisation de la Ficine

Les protéases végétales ont eté employéessdepipériodes antiques. On indique que le
latex du figuier est utilisé pour la fabrication filamage et comme un antihelminthique, il est
aussi utilisé pour l'attendrissement de la vianBadfloglu, 2001 En ltalie, la ficine est
utilisée pour la fabrication d’un fromage traditi@tle leCacioricotta (Siar, 2014).

Selon Oner et Akar, (1993), la ficine peut ptamer avec succes la chymosine dans la
fabrication de fromage Gaziantep. Traditionnellethesians les montagnes d’Algérie,
particulierement la Kabylie, le latex de figuiert egilisé comme agent coagulant pour la

préparation d’'un fromage connu sous le MGUGLIou IGUISSIselon la région.
[.2.3. Mécanisme d’action de la Ficine
Les protéases a cystéine du latex, sont aus®iuccomme des protéases a thiol, le

mécanisme catalytigue de ces enzymes impliqguergronpe de cystéine dans le site actif

(Gonzalezet al, 2011). La ficine a une large spécificité d’hygss# des liaisons contenant
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des acides aminés non chargés, aromatiques etévaginpbes, le mécanisme d’action de la
ficine est similaire a celui de la chymosine, lagh primaire ou enzymatique correspond a
une attaque de I'enzyme sur la composante quilisilh micelle, c’est-a-dire que I'enzyme
hydrolyse la caséine-au niveau de la liaison PlgMetyo6 la chaine peptidique se trouve
ainsi coupée en deux segments inégaux : le sediviEdh est la Para-Caseéine-Kappa ou PCK
et le segment 106-169, le Caséinomacropeptide o®.AM PCK liee aux caséineset
reste intégrée a la micelle hydrophobe et le CMRter@ant tous les glucides est libéré et
passe dans le lactosérum. Lors de la libérationCMP, il se produit une diminution
importante de la charge électrique des micelletedeur degré d’hydratation : deux facteurs
de stabilité se trouvent ainsi atteints.

La phase secondaire dite agglomération, les hageléstabilisées peuvent se rapprocher et
former des liens hydrophobes. Les ions calciumisiient a la partie chargée négativement
des micelles, diminuant ainsi les répulsions ébstaitiques auxquelles elles sont soumises et

favoriseraient ainsi leur agrégation (Carole, 2602_eulmi, 2016)

Il. Lait

I1.1. Définition de lait

La premiére définition du lait apparait en 1908,Gangres international de la répression
des fraudes de Paris. Le mot « lait » a été débmme : « le produit intégral de la traite
totale et ininterrompue d’'une femelle laitiere bigortante, bien nourrie et non surmenée.
(Bénédicte, 2012)Le lait doit étre recueilli proprement et ne duéts contenir du colostrum
(Harmani, 2008).

Le lait est un liquide sécrété par les glandes maimes des femelles mammiféres apres la
naissance du jeune. C‘est un liquide de composawnplexe, blanc et opaque, d‘'une saveur
douce, d'une réaction ionigue (pH) voisin de latradité (Hadj abd rahman, 2014).

La fédération internationale de laiterie, dans damionnaire de terminologie de 1983
définit le lait comme: « Le produit de la sécrétimammaire normale, obtenu par une ou

plusieurs traites, sans aucune addition ni sougirae (Didier, 1999).
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[I.2. Composition de lait
[1.2.1. L'eau

L’'eau est le constituant le plus important ldit (Elfdil, 2016) en proportion
représente environ 87 a 88% du poids total du Hie se trouve sous deux formes,
l'eau libre (96%) sert de solvant aux éléments dyyldifes du lait et I'eau liée (4%) qui

est impliqguée dans la structure des micelles déimes (Siar, 2014).

[1.2.2. Le lactose

La quasi-totalité des glucides est sous forme a¢o$e, un disaccharide composé de
glucose et de galactose, il est le seul glucide ldu lait présent en quantités importantes, sa
teneur est tres stable entre 48 et 50 g/L (Fr&dds)

Le lactose joue un réle nutritionnel particuli¢rirgervient également comme élément de
fermentescibilité (Vilain, 2010).

[1.2.3. Matiere grasse

La matiere grasse du lait se compose principaleaetriglycéride (98%), phospholipides
(1%) et d’'une fraction insaponifiable (1%) constguen grande partie de cholestérol ep-de

carotene. Elle est constituée de 65% d’acidesé&attrde 35% d’acide gras insaturés.

Les matiéres grasses sont présentes dans le lstfeome d'une émulsion de globules
sphériques dont le diametre varie de 0,1 a 20 et ane valeur moyenne de 3 a 5 um. Ces
globules gras sont hétérogénes, ils sont essemtiefit constitués d’'une microgoutte de
triglycérides, partiellement cristallisés a tempédira ambiante, entourée d’'une fine membrane
communément appelée « la membrane du globule grawid» ou « milk fat globule
membrane » qu’ est formée de polypeptides (a raieoA0 %), de triglycérides (a raison de
35 %) et de lipides complexes (phospholipides,ofd¢rcérébrosides, a raison de 15 %
environ) (Danthinet al, 2000).
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11.2.4. Matiéres azotés

La matiere azotée du lait est composée en moyenl8&% d'azote protéique et 5% d'azote

non protéique (Valérie, 2002):

11.2.4.1. Azote protéiques
Les protéines du lait, sont les mieux caractérisedoute les protéines alimentaires, et
peuvent étre réparties en deux catégories en tomcke pH : les caséines (insolubles a pH
4,6) et les protéines du lactosérum (solubles & BiH(Siar ,2014).

11.2.4.2. Azote non protéique (ANP)
L'azote non protéique (ANP) comprend principalendmt'urée, mais en proportion tres
variable : de 20 a 75 %On y trouve également et par ordre d'importanes dcides aminés
(10 & 20 % de I'ANP), la créatine (3 a 6 %) l'acidjue (2 a 4 %), 'ammoniaque (I a 5 %) et

la créatinine (environ 1%) (Journet et al., 1975).

[1.2.5. Autres composants

[1.2.5.1. Matiere minérale et saline

Les minéraux du lait représentent une petite foac{8-9 g/l) du lait comparativement aux
autres fractions ; elle contient calcium, magnésismaium et potassium.

Ces ions ne sont pas toujours libres en solutios peuvent étre plus ou moins associés
entre eux et avec les protéines. Ainsi, selonpe tyion considéré, il peut étre dans la phase
agueuse du lait (cas des ions sodium, potassiwhl@ture) ou partiellement complexé avec
les molécules de caséines (cas des ions calciurgngsmm, phosphate et citrate) pour
contribuer a la structure et a la stabilité desefites de caséines (Gaucheron et Tanguy,
2009).

11.2.5.2. Vitamines

On distingue d’une part les vitamines hydrosolulfl&smine du groupe B et vitamine C),

et d’autre part les vitamines liposolubles (A, DetEK) (Jose, 2014).
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D’une maniere générale, Le lait ne permet pas tisfaige tous les besoins vitaminiques.
Cependant, il existe des laits commercialisés bisrien vitamines. Ce sont surtout les

vitamines A, B1 et B2 qui constituent la valeurritivie du lait (Huppertzt al.,2006).

[1.3. Généralités sur les caséines

[1.3.1. Composition et structure chimique

Les caséines représentent 80 % des protéinesdatallait (Marie ,2013) et se définissent
généralement comme la fraction protéigue qui précguivant une acidification du lait a pH
4.6, a une température de 20°C (Guilkial, 1976) Sont composée de différents fragments :
al, a2, B, y etk (Boulangeret al.,1984).

Les caséines ont un certain nombre de caractenesians, la présence de phosphore sous
la forme de groupements phosphoséryls et différmmisoacides, dont les principaux sont la
leucine, la proline, I'acide glutamique et une éoproportion de résidus apolaires (Kriou et
Kasria, 2015).

Les molécules de caséines sont associées engi® alla des composants minéraux
(calcium et phosphore) sous forme de particule®raguines appelées micelles de caséines

(Bellancille, 2011) .Les principales caractériségude caséines sont récapitulés dans le

tableau 1.
Tableau 1 :Principales caractéristiques des caséines.

Caseéines

o St o B K

Caractérisatior

Résidu d’acide aminé/mole 199 207 209 169
Poids moléculaire (dalton)| 23600 25200 2400 19000
Résidus cystéine 0 2 0 2
Groupement phosphosérylf  8-9 10-13 4-5 1
Groupement glycolyses 0 0 0 0 ab
Groupement hydrophobes 88 69 111 88
Ph 4.4 - 4,9 3,7

(Leulmi,2016)
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11.3.2. Micelle de caséine

La micelle de caséine est une particule sphérique diamétre moyen de 50 a 200 nm
formée par I'association des caséine$, as2,p, k et de quelques fragments peptidiques, les
caséiney sont issus de la protéolyse de la cas@ipar la plasmine (Benyahia, 2013) et de
composants salins dont les deux principaux sorghlesphore et le calcium plus souvent
appelés phosphates de calcium colloidal (CCP) sgurant en partie la cohésion (Merveille,
2011). Dans la figure 1 on observe une micellead&ine vue par un microscope électronique
qui parait comme des taches blanches ombrées sphéoigli&gerement ovales

Figure 1: Micelle de caséine vue par un microscope électtanfgalgleishet al.,2004).

Les associants qui constituent la micelle, sonteEgs des submicelles avec diametre

d’environ 10 nm (Holtet al., 2003). La figure 2 présente un schémadalstructure de la
micelle de caséine
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phirsphate
Micelle Sous-micelle

Figure 2: Représentation schématique de la micelle demagéialstra ,1999).

Les submicelles a faible teneur en caséirsont localisées a lintérieur de la micelle ;
celles, riches en caséinessont présentes a I'extérieur. La figure 3 moné® submicelles
périphériques riches en caséinescomporteraient des chaines flexibles. Ces chaines
correspondant aux fragments COOH terminal des meséiqui ont un réle déterminant dans

la stabilité des micelles (Benyahia, 2013).

Casdine K dont la partie polaire formemit une
chevelure stabilisante

Caséine oy et ag

Figure 3: Structure d’'une micelle de caséine stable (Beiay&013).

Selon Dalgleistet al, 1989 la répartition des caséines s’effectuelaila fagon suivante :
la surface des micelles serait composée de 39 adé7€aséines ,de 0 a 10% de caséifiest
de 47% de caséineset l'intérieur serait constitué majoritairemensdmséines. et avec

des proportion d’environ 47% chacune et seulemenit?d de caséinas
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Dans le lait, il existe plusieurs types d’interant entre les caséines :

les interactions

électrostatiques, hydrophobes, les liaisons hydregs les ponts disulfures et leur équilibre

dépend de différents parametres tels que le pténigérature et la force ionique (Merveille

2011).

[ll. Formage

[11.1. Définition de fromage

Un fromage est un aliment obtenu a partiraitecbagulé ou de produits laitiers, comme la

creme, puis d'un égouttage suivi ou non de ferntientat éventuellement d'affinage (Majdi,

2008). Il est le produit affiné ou non de consisemolle, semi-dure, dure ou extra-dure

obtenu par coagulation complete ou partielle de las propriétés du gel formé différent

selon la nature de I'agent coagulant et le typieateage. La coagulation peut étre lactique ou

enzymatique (Siar, 2014).

l1l.2. Les différents types de fromage

Il existe plus de 350 types de fromages damsdrde a pate dure ou molle, pressée cuite

ou crue, a crodte fleurée ou lavée, on peut regnol@s fromages en 03 catégories :

Tableau 2 :Les différents types de fromage.

Type de fromage| Fromage de type lactique | Fromage de typel Fromage de type
présure mixte
Caractéristiques | Obtenu essentiellement parObtenus -Obtenus par
coagulation biologique essentiellement  parCoagulation chimique
appelé aussi coagulatiortoagulation et par coagulation
lactique ou coagulation parchimique appele biologique.
acidification. aussi coagulation | -lls sont obtenu par
-Ce sont des fromages |®ar l'action des les deux méthodes
pate fraiche enzymes (la de maniere équivalente.
R présure). -Ce sont des
-lls sont fabriqués a une
] _ -Ce sont des fromages a pate molle.
température qui va de 16|a . R R
93oC fromages a pate-lls sont fabriqués a
' pressée, a pate fermeaine température de
-Ce type de fromage _ o .
cuite et a pate ferme28 a 37°c.
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demande pour ca

fabrication 3 a 10 ml d

présure pour 100 | de lait.

non cuite.

e-ils sont fabriqués
une température qu
va de 34 a 40°C.
-Ce type de fromage
demande pour s

ml de présure pou
100L de lait.

fabrication 25 a 35

-Ce type de fromage
hrdemande pour sa
uifabrication 15 a 25
ml de présure pour
100L de lait.

a

D

r

Exemples

Fromage a pate fraiche :

-Petit suisses
-Fromage demi-sel
-Chabichou
-Mothais sur feuille
-Rocamadour

-Picodons

Fromage a pate
pressée :
-Saint-nectaire
-Tome de Savoie
-Saint-paulin
-Port-salut
-Reblochon
Fromage a pate
fermenon cuite :
-Cantal
-Laguiole
Fromage a pate
fermecuite :

-Comté
-Emmenthal

-Beaufort

Fromage a pate
molle :
-Camembert
-Brie

-Carré de l'est
-Bleu
-Roquefort
-Munster
-Pont-I'évéque
-Maroille

-Livarot

[11.3. La technologie des fromages a pate molle exgle camembert

[11.3.1. Définition des fromages a pate nie

(Majdi, 2008)

Ce type de fromage «camembert» se divigeoencatégories définis par 'aspect de la

crolte et par le procédé de salage: les patessritteolte fleurie, les pates molles a croute
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lavée et les fromages a crodte persillée. Ils fdtqués a partir de lait pasteurisé ou de lait

cru de chevre, de vache ou de brebis (Emmanu@s)2

[11.3.1.1. Fromage de pate molle a crodte fleurie

L’appellation crolte fleurie vient du duvet disissures d’aspect velouté généralement
c’est @énicillium candidurpet feutré appelée fleur qui se développe pendsfihage ce qui

leur donne le nom crodte fleurie (Majdi, 2008).

[11.3.1.2. Fromage de pate molle a crolte lavée

Le principe de fabrication d’'une pate molle alte lavée est semblable a celui des pates
molles a crodte fleurie, sauf que le caillé estpéoplus ou moins finement avant d’étre mis en
moule.

Ce rompage facilite I'écoulement du petit ldih pate sera plus serrée, plus compacte mais
néanmoins moelleuse, coulante ou plus ferme, delalegré de séchage. Durant l'affinage,
qui s’étend sur deux a quatre mois, le fromageetstirné régulierement puis brossé ou lave
a l'aide d’'une saumure additionné d’hydromel pout tbe maintenir 'humidité la souplesse
de la pate et de la crolte et d’éliminer certagmments (Emmanuelle, 2006 et Majdi, 2008).

111.3.1.3. Fromage de pate molle a crolte persilléeu bleus

Il s’agit de fromages affinés a pate Iégérdansaiée, malaxée et d'aspect persillé en raison
des moisissures internes de couleur bleue. Lesafyjesm a pate persillée (bleus) sont des
fromages ni cuits, ni pressés, dont le caillé é&sbatd réduit en morceaux, moulé, égoutte,
salé, puis ensemencé de moisissures telles Rprcillium roqueforti ou Penicillium
gorgonzoladéposées dans la pate a I'aide de longues agyuille

La fermentation s’effectue de l'intérieur veiesxtérieur. Tout un réseau de veinures bleu-
vert se constitue sous l'action des moisissureseat® qui se densifie avec le temps. Ces
fromages ont un goUt poivré, fort et piquant et lexture est habituellement friable (Magali,
2012).

Généralement le camembert n'est pas prét a msoromation immédiatement aprés la

fabrication. Il doit étre maintenu pendant un dartemps dans des conditions nécessaires
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pour que s’opere les changements biochimiques wsigures caractéristiques du fromage
(Eck, 2006).

[11.3.2. Procédé de fabrication des fromages a pétmolle type camembert

[11.3.2.1. La standardisation

La qualité du lait de fromage peut étre défimemme I'aptitude a donner un
coagulum permettant d’aboutir dans des conditionemales de travail a un fromage
aux caracteristiques physicochimiques définievet an rendement satisfaisant.

Le lait présente une grande variabilité danscemposition et afin de passer de ses
variations, lindustriel standardise les différenfgarametres (taux de protéine, de
matiere grasse, la teneur en chlorure de calciunte giH a des valeurs voulus) (Siar,
2014).

[11.3.2.2. La coagulation de lait

La coagulation est la premiére étape darfalddcation des fromages elle résulte d’'un
changement irréversible du lait de I'état liquidéédat semi solide appelé gel ou coagulum, il
s’agit de I'étape la plus important pour réussir fuoamage (Cecchinato et al., 2012). La
transformation du lait en fromage comporte quati@pes principales : la coagulation,
I'égouttage, salage et I'affinage. La coagulatiorrespond a une déstabilisation des micelles
de caséines. Elle peut étre provoquée par acitidicapar I'action d’'une enzyme ou par
I'action combinée des deux (mixte) (Vignola, 20B2ppertzet al.,2006).

[11.3.2.2.a. Coagulation acide

Elle consiste a précipiter les caséines a leuntgsoélectrique (pHi = 4,6) par acidification
biologique a I'aide des ferments lactiques qui fembtent le lactose en acide lactique, ou par
acidification chimique par injection de GOaddition de gluconé-lactone ou ajout de
protéines sérique a pH acide (Dalgleish et Cor;e20d2).

Elle est consécutive a I'abaissement du pH, ajypiour effet de réduire l'ionisation des
caséines. Il en résulte une réduction de chargenddéscules protéique avec solubilisation de
phosphate de calcium micellaire conduisant a lecipitation des caséines a leur pH

isoélectrique (Fredot, 2005).
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Lors d’'une acidification du lait de pH=6,7 a piA=5, la structure de la micelle de caséine
change, sa taille diminue et elle perd sa surfétérbgéne, ce qui indique que cette structure
est fortement sensible aux variations des constituminéraux et a la charge de la caséine
(Dalgleish et Corredig, 2012). En effet a un pH=% 3nicelle perd la majorité des ions de
calcium, de phosphate et du magnésium (Marchih,e2@07), tout le phosphate inorganique
sera perdu lorsqu’on atteint un pH=5,2, quand ams ide calcium ils seront complétement
perdus a un pH=4,6 (Gaucheron et al.,1997).

Le gel obtenu par acidification présente uneneoperméabilité mais une friabilité élevée.
Le manque de structuration du réseau a pour coeséquune élasticité et une plasticité
pratiquement nulle et une faible résistance auketrents mécaniques (Vignola, 2002 ;
Jeantet eal., 2008).

[11.3.2.2.b. Coagulation enzymatique

La coagulation enzymatique du lait est un processu trois étapes qui sont: la phase
primaire ou enzymatique, la phase secondairetdae tertiaire comme il le montre la figure

suivante (4).

* La phase primaire (ou enzymatique)
Cette phase dite enzymatique, correspond a urguattde I'enzyme sur la caséine
k (composante qui stabilise la micelle) au niveadadgaison PhegsMet;gs La
chaine peptidique se trouve ainsi coupée en deymesats, le segment 1-105 est la
paracaséing- et le segment 106-169 qui est le caséinomacrafegCMP). La
paracaséine-liée aux caséines et reste intégrée a la micelle hydrophobe et le
CMP contenant tous les glucides est libéré dafectesérum. Ce qui entraine une
réduction de la charge négative et leurs degrégldiitation (Lucey, 2002; Mahaut
et al.,2003).

» La phase secondaire (agrégation des micelles)
Cette phase commence dés que 85% de la casd@sehydrolysée. Elle est dite
phase d’agglomération ou d’agrégation ou phaseodgutation proprement dite
(Lucey, 2002). Durant laquelle la libération du mogeptide de la caséinesous
I'action de I'enzyme entraine la réduction des igjoms électrostatiques entre les
micelles de caséines hydrolysées. L’élimination cés macropeptides entraine

également une réduction du diamétre hydrodynaméquene perte de la stabilité
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(Walstra etal, 1981 ; Lucegt al., 2003). La nature des interactions intervenant
durant cette phase n’est pas encore bien connugndgl, 2002). Toutefois, les
ponts calciques et les forces de Van der Waalsi ajns les interactions
hydrophobes semblent étre impliquées. Les micaliestabilisées s’agrégent en
présence des ions de calcium libres{TéDalgleish et Holt, 1988). Au début, il ya
formation de chaines linaires de micelles qui cargnt de s’agréger pour former
des amas. Ces derniers constituent le gel protégiiese sépare nettement de

lactosérum (Lucey, 2002).

* La phase tertiaire (phase de réticulation)
Durant cette phase, les micelles agrégées subisse profonde réorganisation
par la mise en place de liaisons phosphocalciqueswd étre de ponts disulfures
entre les para caséines (Mahewal.,2002; Vignola, 2002).

Caséine micellaire

o — P

Phase primaire d’hydrolys

TR, o S
A . - enzyme / T
| IR I | R i e L I . caseinoglycomacropeptide
\ - o W e
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Figure 4Phase de la coagulation enzymatique de lait (Vayriz002).
[11.3.2.2.c. Coagulation mixte
Elle résulte de I'action conjuguée d’'une eneyet d’'une acidification. La multitude de

combinaison conduisant a différents états d’éguligpécifique est a l'origine de la grande

diversité des fromages. (Mahaut et al., 2002).
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111.3.2.3. L'égouttage

C’est I'étape qui permet la séparation du Isé&tom du caillé. Son but est non seulement de
régler la teneur en eau du caillé mais aussi l&malisation de ce dernier et son délactosage.
Il est possible de distinguer dans cette phase detions complémentaires :

* Expulsion du sérum par la synérese;

e Séparation du sérum et du caillé par action phgsiqu
La pate obtenue est salée par addition de chladeresodium. Le sel inhibe certaines
proliférations microbiennes, compléte I'égouttage adillé et reléve la saveur du fromage
(Abdoune, 2003).

111.3.2.4. Salage

C’est une opération d’enrichissement de la patehlorure de sodium (NaCl) a des doses
de 1 a 2%, le salage compléte I'égouttage du frenesgfavorisant le drainage du lactosérum.
Il apporte ainsi le goQt caractéristique du fromagg agit sur I'activité de I'eau qui influence

le développement des microorganismes (Eck et@6R

111.3.2.5. L'affinage

Le processus d’affinage correspond a une pthaskgestion enzymatique des composants
du caillé. La coagulation et I'égouttage ont assaigréparation d’'un substrat, essentiellement
constitué de caséine, de matiére grasse et deséa@n partie converti en lactose. Ce substrat
est peuplé de micro-organisme et au cours deraji, ses constituants seront transformés
sous l'action d’enzymes présentes a l'origine deaneaillé ou élaborée au cours méme de
I'affinage par synthése microbiennes (Choisy et1#197).

Les transformations biochimiques conférentaillé des caractéres nouveaux. La pate, a
I'origine relativement dure, compacte, sans gramwsr est modifiée dans sa composition, sa
structure et, par suite, dans son aspect, sa tamsgs et sa couleur. Simultanément, une

saveur et un arébme nouveaux se développent (VigaoGR).
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Lait

Traitement préliminaires de [@ibmogénéisation et traitement thermique)

85°C

l

Ensemencement par des fersrantiques (mésophiles et thermophiles)

l

Emprésurage (37°C, 20°D

v

Coagulation

v

Dépage, brassage, égouttage

v

Moulage

Salage arface ou dans une saumure

|

Affinage

|

Fromage a pate molle

Figure 5Diagramme de fabrication des fromages a pateemoll
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|. Matériels et méthodes

La partie pratiqgue de ce travail a été réatiséniveau du laboratoire de la nutrition et
technologies alimentaires (LNTA) de 'INATAA a Cdastine et a la laiterie fromagerie de
la vallée a Tazmalt, wilaya de Béjaia. Il consiste I'extraction d’une protéase d’origine
végeétale et son usage pour substituer la présunenecciale dans un essai de fabrication d’'un

fromage type « camembert ».

l.1. Matieres premiéres

1.1.1. Le lait

Le lait utilisé est un lait écrémé en pau(BOLAREC S.A. Belgique). Cette poudre est
importée par 'ONIL-Algérie (Office National Interpfessionnel du Lait).
Le lait est reconstitué par dissolution de 24 godadre de lait écremé dans 200 ml d’'une
solution de chlorure de calcium ([cgck 0,01M). L'azide de sodium (0,08%) est ajoutd af
de prévenir tout développement microbien. Ensutadlution est soumise a une agitation
lente pendant 30 min a I'aide d’'un agitateur maigniét (figure 6), puis stocké a 4°C pendant
au moins 12 heures afin de permettre I'équilibrgspio-chimique. Le lait ainsi reconstitué

est appelé substrat de Berridge ou substrat stifBanyahizet al.,2013.

Lait écrémé en poudrg

$ <«—— | 24gdissous dans 100 ml d’'une solution de GOOILM ]

Agitation

v <«— | 15 min sous agitateur magnétiqu%

Repos

v <«— | 12heuresa4°c ]

Conservation de lait
reconstitué a 4°C

Figure 6: Préparation de substrat standard (poudre deslanstitué).
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[.1.2. La ficine
[.1.2.1. Récupération du latex

Dans le but de caractériser I'extrait brutgrdant du figuierJa matiére premiére végétale
utilisée dans cette étude est le latex qui estjlede blanc visqueux qui s’échappe des feuilles
et des fruits du figuier quand ils sont séparéstides ou quand les jeunes tiges sont cassées
ce dernier provient des arbres biféres qui appdréid’especd-icus carica Lcultivés dans la
région d’Ahl el kssar et de Takerboust (Wilaya deitn).

Tous les échantillons ont été collectés durant éésrd’avril 2017, par incision manuelle de
pédoncule du fruit vert de la branche principaleielQues gouttes de latex de la figue
immature ont été récoltées en les laissant s'écdates des boites stériles comme le montre la
figure 7 ci-dessous, le latex collecté est conseérv@0°C jusqu’'a I'extraction du systéme

enzymatique.

Figure 7 : Collection de latex.

1.1.2.2. Extraction de la ficine

Le latex est soumis a une centrifiogatle 3200 g pendant 15 min a une température
de 4°C, afin d’enlever la matiére gommeuse prép(Rifaatet al., 1970; Mamoruet al.,

1974). Le surnageant est récupéré et maintenu’dG-Jisqu'a son l'utilisation (figure 8).
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Collecte du late

v
Conservation a -18°C
v

Centrifugation a 32009
pendant 15 min a 4°C

v

Récupération du
surnageant

v

Conservation a -18

v
D

Elimination de la matiere gommeus

Figure 8 : Diagramme d’extraction de I'extrait brut de la fie

1.1.3. Caséine
La caséine bovine employée est unéimasommerciale a I'état de poudre, préparée
sous forme de caséinate de sodium. Cette poudsmlektie dans I'eau distillée. La solution

finale a 50 mg/ml dans 'eau distillée présentgtinde 6,8.

|.2. Caractérisation physico-chimique de I'extraitenzymatique obtenu
1.2.1. Mesure de la teneur en matiere seche

Le taux de matiere seche dans les extraitsneazgues a été déterminé selon la norme
AFNOR NF VO4-207 (Anonyme, 1993). Un échantillondenl de I'extrait enzymatique est
placé dans une capsule en verre préalablementltast.ensuite mis a I'étuve a 103°C + 2°C
jusqu’a l'obtention d’'une masse constante puisest refroidi dans un dessiccateur. Le

pourcentage en matiere seche est déterminé palateon suivante:

MS)%P x 100/ Pi

P i : poids initial en gramme, de la prise d’essai

P : poids en gramme, de la prise d’essai séchés gpssage dans I'étuve a 103°C + 2°C.
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H (%) = 100 - MS (%) ou H : pourcentage en eaun(dité)

1.2.2. Mesure du pH

Le pH est déterminé directement en utilisanpdrmeétre électronique qui affiche la valeur
sur son écran apres avoir plongé son électrodewtahécher contenant la ficine. Cet appareil

doit étre étalonné avec deux solutions tampons & pt#.

1.2.3. Dosage de la teneur en protéines dans ldwgmn enzymatique

Le dosage des protéines de l'extrait enzygmati est réalisé selon la méthode
spectrophotomeétre de Lowal., (1951). Le principe repose sur I'addition sucoessi une
solution protéique diluée a 1% d’'un sel de cuivmemglieu alcalin puis du réactif de Folin-
Ciocalteu qui donne naissance a une coloration feaée. Cette derniere résulte de la
réaction du cuivre avec les liaisons peptidiqueslaetréduction de I'acide phospho

tungstomolybdique par la tyrosine, le tryptophahia eystéine.

L’intensité de la coloration et proportionnelle la concentration protéique contenue dans
I'extrait enzymatique et la densité optique relatdvla couleur est lue au spectrophotométre a
750 nm (Noble et Baily, 2009).

1.2.3.1. Protocole de dosage des protéines

«»+ Solutions nécessaires

Solution alcaline A : préparation de solution de N@O; anhydre a 2 % dans Na OH a 0,1 N
par la dissolution de 0,2 g de la soude et 1 gatbonate de sodium N&O; dans 50 ml
d’eau distillée.

Solution cuivrique B : 2 ml de Cu S@a 0,5 % (0,2g de CuS@ans 40ml d’eau distillé) + 2
ml de tartrate de Na + K a 1 % (0,2 de Na + K d&hsl d’eau distillée).

Solution C: 50 ml de solution A + 1 ml de solution B.

Solution D: réactif de Folin-Ciocalteu commercial dilué a dighs de I'eau distillée.
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+ Mode opératoire

1 ml de la solution réactive (C) est ajoutZd@ul de I'extrait enzymatique dilué a 1/250.
Le mélange est homogénéisé et laissé au reposbaclidté et a température ambiante
pendant 10 min, 10Ql du réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/2 dafeal distillée est
ajouté, et homogénéisé. Aprés une incubation deiddites a I'obscurité, I'absorbance est
mesurée au spectrophotométre (SECOMAM, Prim, F)aam@&0 nm.
La concentration en protéines est déterminée p@apolation en se référant a une courbe

d’étalonnage réalisée par des solutions de sérbmmahe bovine (SAB) de concentration

variant entre 0 et 200g/ml (figure 9).

0,8 -
0,7 - y = 0,0044x
R? = 0,9901 ¢
0,6
£
S 05
Lo
N 0,4
S
O 03
&
0,2
0,1
0 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Concentration en SAB ug/ml

Figure 9 : Courbe étalon DO £[B.S.A] pour le dosage des protéines par la méthode de
Lowry et al (1951).

1.3. Mesure de l'activité enzymatique de la ficine

[.3.1. Evaluation de l'activité coagulante

L’activité coagulante est déterminée parsume du temps de floculation selon la
méthode de Berridge (1955) (figure 10). Le tempsfldeulation correspond au temps
s’écoulant entre I'addition de I'extrait enzymatiget I'apparition des premiers flocons de

caséines visibles a I'eeil nu sur la paroi interag¢ube (Benyahi&rid et al, 2013)
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L'unité d'activité coagulante (U.A.C.) ou l'unitéésure est définie par la quantité d'enzyme
contenue dans 1 ml de la solution enzymatique cpuqmue la coagulation de 10 ml de lait
en 100 sec a 30°C (Alais, 1974).

L’activité coagulante est calculée selon I'expressuivante :

[ Ac(UP) = (10 x V) /(T x V") ]

Ou:

V = volume de lait

10 = volume du substrat standard (10 ml)

V' =volume de I'extrait d’enzyme

T = temps de floculation en secondes, 100 = tesepsoagulation du substrat standard (100

secondes).

Le procédé consiste a répartir 10 ml de substasitdard dans des tubes a essais, suivi d'une
incubation dans un bain marie a 30°C pendant 15 bimvolume de 1 ml de la solution
enzymatique est ajouté dans un tube et le chromemast déclenché. Le tube immergé est
maintenu incling, de telle sorte que le niveau’daul soit au-dessus de celui du lait. Il est
régulierement animé d'un mouvement rotatif autauisdn axe. Le lait forme ainsi un film
mince et homogéne. Le chronométre est arrété aggalition des premiers flocons sur la
paroi du tube : c’est le temps de floculation.

L’activité coagulante, donnée en UP/ml, est expermpar la moyenne de trois essais répétes.
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Lait reconstitué 10 ml

'

Incubation

¢ «— [ Dans un bain marie a 30°C /15min]

Adition de 1 ml d extrait
enzvmatiail

v

Homogénéisation

¢ 4—_[ Immédiate par une agitation manuelle ]

Retournement successif
de tube

v

Apparition des premier
flocons correspondant au
temps de coagulati

Figure 10 : Mesure de temps de floculation par la méthode dield¥ (1945).

1.3.2. La force coagulante

L’activité coagulante est également ewpe par la force coagulante (F). Cette
derniere, donnée en unité Soxhlet (UBenyahiaet al., 2013 et correspond au nombre de
volumes de lait coagulable en 40 nf@#00sec) par un volume de préparation enzymatique a
35 °C pH 6,4 du substrat (lait).

Elle est calculée selon I'équation suivante:

_2400><V
O TXv
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Ou:

F : Force de I'enzyme (Soxhlet)

V: volume de laif{pH : 6,4, T° :35°C).

v : volume de I'extrait de I'enzyme.

T : temps de coagulation en Secondes.
2400 : 40 x 60 secondes.

Nous avons procédé de la méme maniere que lpowétermination de I'activité
coagulante sauf que les tubes sont maintenus peB8@aninutes a 35°C au bain Marie pour
la stabilisation du lait. Le temps de coagulatiorrespond au temps qui sépare le moment de
'emprésurage (ajout de I'extrait enzymatique)aetdrmation de gel (coagulation du lait).

1.3.3. Détermination de l'activité protéolytique

L’activité protéolytique de notre extramzymatique est mesurée selon la méthode de
Green et Stackpoole, (1975). Elle permet I'évabratiu taux de dégradation des caseéines par
'enzyme pendant la réaction primaire.

Cette activité est déterminée par mesure de laertration des produits d’hydrolyse de la
caséine (tyrosine et d'autres acides aminés) qui swluble dans l'acide trichloracétique
(TCA) a une concentration finale de 12%.

La réaction enzymatique est stoppée par ifimthd du TCA puis une filtration ou
centrifugation permet de séparer le précipité deioa et les produits d’hydrolyse solubles.

Le dosage des peptides solubles est effaetiod la méthode de Lowry at, (1951) et
les résultats s’expriment erg d’équivalent tyrosine par ml d’extrait enzymatq(Federici,
1982), par référence a une courbe d’étalonnageréigl) établie a partir des concentrations

en tyrosine variant de 10 a 1pg/ml.

» Mode opératoire

Dans un tube a essai, a 2 ml de la solutioredéine a 1% dans le tampon acétate de Na de
pH = 5,2 est additionné de 1ml de I'extrait enzyimad dilué a 1/250. Aprés une incubation
pendant 10 min a 35°C, la réaction enzymatiqustegipée par I'addition de 5 ml de solution
trichloracétique (TCA) a 12%, le mélange est laisseéreposer 15 minutes. Les produits

d’hydrolyse sont séparés par centrifugation a 63gdant 10 minutes, le culot est éliminé
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et le surnagent est récupéré pour estimer la déads produits d’hydrolyse par la méthode

de Lowry (figure 11)

1mL de I'extrait enzymatique

2 ml de la solution de caséine a 1%
préparée dans le tampon acétate de Na

v

Agitation et incubation pendant 10 min a 35°G

v

Arrét de la réaction par addition de 5 ml de TCA
froid a 12%.

Repos 15 min

;

Centrifugation a 6200g pendant 5 min a 4°C

;

Récupération du surnageant

’

Dosage de | activité par la méthode de Lowry

Figure 11Protocole de dosage de I'activité protéolytique
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0.3 1 y = 0,0081x
08 - R2=0,9918

DO a 750 nm

0 20 40 60 80 100 120
Tyrosine ug/ml

Figure 12 : Courbe d’étalonnage DOHTyr] pour I'activité protéolytique.

1.3.4. Activité spécifique

L’activité spécifique est exprimée par &pport entre I'activité coagulante de l'extrait
enzymatique et le taux de protéines de cet extaitrapport nous renseigne sur le niveau de

pureté de la solution recherchée (Nowtral.,2009).

l.4. Détermination des conditions optimales d’actiité d’extrait brut de ficine et de la
présure microbienne

[.4.1. Température optimale

L'influence de la température d’incubatida lait sur I'activité coagulante de I'extrait
enzymatique est déterminée dans un intervallerdpéeature allant de 40 a 80 °C en fixant la
température aux valeurs suivantes : 40 ; 45 ;5®;;60 ; 65 ; 70, 75 ; 80.

Le temps de floculation est mesuré pour chaquauvale température par I'ajout de 1 ml de
la dilution enzymatique dans un tube contenant lL@ensubstrat de Berridge.
L'activité coagulante est donnée par la moyenndrais répétitions et tous les essais sont

réalisés dans les mémes conditions de pH et deentration en CagGl
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1.4.2. pH optimal

Le pH a une forte influence sur I'activégzymatique et par conséquent sur le temps de
floculation du lait (Huppertet al.,2006 ).
Pour étudier I'effet du pH sur I'activité coagularde I'extrait enzymatique, le pH a été ajusté
pour les valeurs de : 5;5,5;6,0; 6,2 ; 6,4;,6,8 ; 7,0 avec des solutions de HCL (0,1N)
ou de NaOH (0,1 N) et la concentration en Ga&st de 0,01M, dans des tubes contenant
chacun 10 ml de substrat de Berridge de méme @mtmaret de méme température (bain
Marie 30 °C). Un volume de 1 ml de la dilution ematique est rajouté et le temps de
floculation est déterminé
L‘activité coagulante est mesurée pour chaque valeupH en U.A.C/ml. La valeur de

chaque activité coagulante correspond a la moyedarmis essais.

1.4.3. Concentration du lait en Cad

Afin de déterminer la concentration en Gaftii permet d’obtenir le meilleur temps de
floculation, nous avons fait varier les concentnagi de lait en Cagblans la gamme suivante:
0,005M, 0,01M, 0,02M, 0,03M, 0,04Met 0,05M.

Les tubes contenant 10 ml de solution a testeutjsol de Berridge) sont mis dans le bain
Marie (30°C) puis 1 ml d’extrait enzymatique espoute et le temps de floculation est
déterminé (Siar, 2014).

I.5. Le processus de la fabrication d’'un fromage @ate molle type « Camembert » a la
laiterie de la vallée de Tazmalt

L’extrait enzymatique étudié c’est la ficigai a été utilisé comme succédané de présure
et ce pour tester la faisabilité de préparatiomdhomage a pate molle type « Camembert ».

Cet essai est réalisé au niveau de SARL laitexi¥ ALLEE de Tazmalt wilaya de Bejaia.

1.5.1. La technologie de fabrication de Camembertwaniveau de SARL laiterie
1.5.1.1. La Collecte de lait

Le lait frais est collecté a partir des cites réceptionnées conformément a I'exigence de
laboratoire de l'unitéCe lait est stockést refroidi & 4°C et dans des tanks isotheravesit

gu'il soit pasteurisé et transformé en fromage.
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Figure 13: Tank isotherme.

1.5.1.2. Pasteurisation

C’est un chauffage de lait (85°C pendants@0ondes) il est modéré et contrdlé pour
éviter l'incorporation élevée des protéines sérsgeepour réduire le maximum de la charge
microbienne. Immédiatement aprés chauffage, ledsitréfrigéré dans des échangeurs a

plagues entre 6°C et 8°C ou I'eau chaude est raxdplgar de I'eau froide.

I.5.1.3. Stockage

Le lait est stocké dans des tanks a 8°Cda@nl6h afin d’améliorer sa qualité pour
'emprésurage et pour rétablir certains équilibieygico-chimiques par les traitements

thermiques.

1.5.1.4. L’ensemencement

C’est I'étape d’enrichissement de lait paggguen calcium par ajout d’une solution de
CaCl et I'ensemencé par des ferments lactiques etatewehts d’'affinage, 80% de la flore
mésophiles et 20% de la flore thermophiles, quityaarticiper, d’'une part, a la coagulation
du lait (en provoquant l'acidification), et d’autpart, a I'affinage du fromage (réle dans
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I'activité protéolytique). Le lait doit avoir uneidité de 20°D et une température de travail en
cuve de 35°C.

I.5.1.5. La coagulation

Le lait ainsi enrichi et acidifié est répatans des bassines de 50 litres, une quantité de |
ficine suffisante pour donner un temps de coaguiatienviron 10 minutes est ajoutée.
Le temps de coagulation est lié directement a Eedie la ficine appliquée et le temps de
prise (temps correspondant a l'apparition de pejitsmeaux) est entre 5 et 20, donc la
coagulation est de trois fois le temps de prisesulf@ on réalise une coupe franche qui nous
permettra de juger la qualité du caillé.

I.5.1.6. Le tranchage

Le caillé est tranché verticalement etizmmalement par des tranches-caillé a une
vitesse la plus faible possible, pour limiter lestps car le caillé est encore fragile. Cette
étape a pour but de former des cubes de 1 emgiron en s’assurant & chaque fois de la
libération des surfaces périphériques des récipientela pour activer la synérese (diffusion
de lactosérum). Cette opération est suivie d'uosefe 10 a15 min.

Figure 14: Découpage de caillé avec des tranches-caillé.
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I.5.1.7. Brassage- délactosage

Deux a trois brassages sont effectués deloaillé formé, il consiste a mélanger le caillé
pour activer la synérése et permettre au lactoséleimemonter a la surface et au caillé de
précipiter, il s’effectue en deux temps, le prentieassage est de 15 a 20 min selon le caillé
apres un repos de 15 min [E"2Drassage est réalisé par la suite d’'un soutiragélinine de

30 a 40 % du volume total de lactosérum avec degpps spéciales.

Figure 15: Brassage et délactosage de caillé.
1.5.1.8. Moulage

Le lait caillé est mis dans des moules ermtgjaes sous forme ronde, pour permettre

I'égouttage ou la diffusion du lactosérum.

Figure 16: Etape de moulage de camembert.

UAMO 33



Matérez méthodes

1.5.1.9. L’égouttage

La phase la plus longue, commence au débunadulage et se termine le lendemain
matin au démoulage, pendant cette opération orseéabis retournements pour bien séparer
le lactosérum du caillé, aprés 30 minutes de meulagus avons effectué le premier
retournement, suivi de deux retournements apréd 8 beures de fabrication,

Son but est non seulement de régler la teneuaeme caillé mais aussi la minéralisation de
ce dernier et son délactosage (on mesure I'adiéit&erum qui doit étre égale a 16°D).
Selon Bertrand, (1988), il est possible de distergulans cette phase deux actions
complémentaires :

-Expulsion de sérum par le coagulum qui se cotdrat se concentre (synérese).

-Séparation du sérum et du caillée par actiorsipjo.

1.5.1.10. Démoulage

Apres 24 heures de fabrication on retire tamiage des moules. Il est a signalé que la
température de la salle de fabrication (pendadétaillage, brassage, moulage, I'égouttage et

le démoulage doit étre constante a 35°C.

1.5.1.11. Salage (Saumurage)

Apres le démoulage, le fromage subit unggalgar immersion dans un bain de saumure
(eau + sel de table 320 g NaCl/1 L d’eau) (figure daturé pendant 1 heure.

Le salage a un triple role :

> |l complete I'égouttage et contribue a la formatitela crodte ;

> |l régle lactivité de l'eau (&) du fromage et par la, freine ou oriente le
développement des micro-organismes et les actiet@gymatiques au cours de
I'affinage ;

> |l reléve la saveur du fromage et masque le goltedtaines substances formées au
cours de l'affinage ;

> Aprés saumurage les piéces de camembert sont susedes claies inclinées pour

éliminer la partie liquide a une température ehtrel 7°C.
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Figure 17: Salage de camembert dans la saumure.
1.5.1.12. Affinage
L'affinage est réalisé dans des haloirs (fgu8), pour favoriser les conditions de

I'affinage, la température doit étre entre 10 aCl2dvec 85-95% d’humidité relative). Au

niveau de I'unité, le camembert subit un affinageld jours au minimum.

Figure 18 : Etape de I'affinage de camembert.
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Le ™ jour: on réalise un retournement afin d’assuree poussé homogéne du
pénicillium neige(fines moisissures blanches) sur toute la surfaceamembert et pour

permettre I'obtention d’'une crolte homogene.
Selon Mietton, (1995), l'affinage est en fait ftésultante de trois principales actions

biochimiques qui se déroulent simultanément a savoi

» La dégradation des protéines;
» L’hydrolyse de la matiere grasse;

> La fermentation du lactose.

[.5.1.13. Conditionnement

Se fait au moins aprés I€™Jour le « Camembert » est conditionné & la laitsdus
forme d’un fromage entier dans un emballage réaNse des boites en bois, le camembert a
besoin de respirer, le bois permet une bonne aargtour I'évolution de I'affinage. Le

camembert est prét a étre déguster.
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Lait standardisé
(34-35 g/l de MG

l

Pasteurisation a 80-
85°C ; 30 secondes

l

Ferments lactiques—»

Affinage : 12 a 16 jours a 10-12°C,

humidité relative 95%

!

Séchag : (24h a 14-

17°C)

Salage dans la
saumure (eau + Nacl
(1,6-2%)) ; (1h a 14-

17°C)

moulage
> pH(4,8-2)

Démoulage: 18-24h aprés

> Humidité (58-60%)
> Acidité (115-120°D)

AN

\

Produit fini « Camembert »

l

Pré-maturation : pendant 12 &
16 h a 10-12°C + Cag(75
g/5000L) plus phosphate
monocalcique et levains lactiqué
a faible dose

> Acidité : 18-20°D

LS

Maturation : pendant1a1,5h g

30-36 °C + levains lactiques (1,2

2%) + CaC} (125-375 g/5000L)
> Acidité : 20-24°D

Coagulation : emprésurage a 294
35°C (addition de la présure)
» Temps de prise : 9-12 mir
» Temps de durcissement
20a 30 min

Conditionnement

Tranchage — Soutirage - Moulage

Commercialisation

Egouttage : (18-24h) ; 2 a 3 retournements a (chaquis
1h ou 1,5h) aprés moulage

1Y%

Figure 19: Diagramme de fabrication du frommage a pate mgpe t« Camembert » & SARL
laiterie la Vallée de Tazmalt-Bejaia.
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1.6. Les ferments lactiques et les sels utilisés aours de la fabrication de camembert

Les ferments ou les levains lactiques sont desi@dtpures en proportions définies de
différentes bactéries lactiques (les ferments dification et les ferments d’affinage), qui se
multiplient dans le lait et dans les fromages.

s Ferments d’acidification :
Mésophiles: +lora Danicaet MM
Thermophiles: - STB et TA

+ Ferments d’affinage : - SAM (souche anti muccor)
Geotrichom
-DH (levure)
-MVA (microccoe€)

Penicillium neige
Ces ferments assurent deux fonctions essentielles

> Abaisser le pH du milieu en transformant le lacteisecide lactique.
» Contribuer aux caractéres organoleptiques des fyemaen libérant les

systemes enzymatiques.

Les sels utilisés sont le chlorure deinaic(CaC} a 0,01 M) liquide et le chlorure de
sodium (NaCl) solide. En saumure, ce dernier (Na8t)utilisé a raison de 350g/l pour avoir

une densité de 22°D pendant 14 heures.

Le chlorure de calcium est incorporé au lait ftomage apres pasteurisation et
refroidissement a raison de 0,1 ml/l de lait, ijanente brusquement I'acidité du lait et joue
un réle dans la formation du gel, car celle-ci dépele la caséine et de phosphate de
calcium.

l.7. Prélevement et préparation des échantillons

Les échantillons de lait et de fromagana servi aux différents tests analytiques ont
été prélevés a la laiterie de la vallée.

Le lait destiné a la fabrication du frage est prélevé apres le traitement de

pasteurisation a 85°C pendants 30 secondes.
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Les échantillons de « camembert » onpédkevés aux stades suivant :

Apres démoulage = (J =0) ;
Introduction du fromage aux haloirs pour I'affinagéade : J+1) ;
Apres 10 jours d’affinage ;

Apres 12 jours d’affinage ;

Y V. V VYV V

Apres 14 jours d’affinage.
1.8. Analyse physico-chimiques du lait et de camdpert (normes AFNOR, 1980)

» Détermination de I'acidité titrable

% Lait

Principe : l'acide lactique présent dans le lait est titré pmrsoude en présence de la

phénolphtaléine.

* Mode opératoire : on introduit a I'aide d’une pipette 10 ml du laiaaalyser dans un
bicher puis on ajoute 3 a 4 gouttes pteenolphtaléine puis on titre avec le NaOH
jusgu’au virage de la couleur en rose pale.

» Lecture : la chute de la burette correspond a I'acidité expd en °D (degré Dornic).

Sachant que 1°D = 0,01 g/l d’acide lactique

> Détermination de la teneur en matiere grasse (métlde de Gerber. ISO : 3433-
2002).
% Lait

Principe : il est basé sur la dissolution de tous les élemaatkéchantillon sauf la matiere
grasse par I'acide sulfurique et I'addition ded@dl iso-amylique, qui favorise la séparation
de la MG sous I'action de la force centrifuge.

* Mode opératoire : on met dans un butyrometre 10 ml d’acide sulfurjcoe
ajoute 11 ml du lait a analyser a l'aide d’'uneepip puis on ajoute 1 ml de
I'alcool iso-amylique, aprés on met le butyrométems la centrifugeuse de 5 a 10
min.

» Lecture : se fait sur le butyrometre, la MG est exprimée @amrpentage.
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% Camembert

* Principe : cette méthode est basée sur la dissolution de pradioser (excepté la
matiere grasse) par l'acide sulfurique. Sous liefice d’'une force centrifuge et
grace a I'adjonction d’'une faible quantité d’alcis®-amylique, la matiere grasse.
on met dans un butyrometre 10 ml d’acide sulfurjqueajoute 3 g de camembert
a analyser a l'aide d’'une pipette puis on ajoutal tle I'alcool iso-amylique, aprés
on met le butyromeétre dans la centrifugeuse d&® rain, aprés on fait la lecture.

> Détermination de I'extrait sec totale (EST)
< Lait
* Mode opératoire : sur une feuille d’aluminium qui est porté dans éssiccateur a
95°C on introduit I'échantillon.
» Lecture : la valeur sera affichée sur I'écran de I'appareil

<+ Camembert

Le principe consiste a sécher I'échantillon ebatréler en continu le poids a I'aide d’'une
balance intégrée. Le pourcentage d’humidité ouotldesest calculé par la différence entre le

poids humide initial et le poids sec final.

> Extrait sec dégraissé (ESD)
L’extrait sec dégraissé est la différence eettiextrait sec total et la teneur en matiere

grasse, il est déterminé de la maniere suivang&D EEST — MG.

» Détermination de la densité

e Lait

La densité est mesurée a l'aide d'un thelastedensimetre étalonné de maniere a
donner par simple lecture du trait correspondantpaint d’effleurement la densité de
'échantillon de lait a analyser. Selon Mathieu99&), dans le cas ou la température est

différents de 20°C, la densité est ramenée a 2@rCagdormule suivante :

e SilaT>20°C—> D=D°+0,2(T-20);
« SilaT<20°C—» D=D°-0,2 (T -20).
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e Camembert

La densité est déterminée a l'aide d'un tlelactodensimetre étalonné de maniére a
donner par simple lecture du trait correspondantpaint d’effleurement la densité de

I'échantillon a analyser dans lequel il flotte.
Deux facteurs déterminent cette densité :

» La concentration des éléments dissous et en suspens

» La proportion de la matiére grasse.

» Détermination de pH : le pH est déterminé a I'aide d'un pH-métre poulaié et le

fromage.
1.9. Analyses microbiologiques

Le fromage est le siége d’'un développentapbrtant des microorganismes. Ces derniers
appartiennent a des groupes ou des especes t@&sedivet sont originaires de plusieurs
sources : le lait, les levains, le sel ou les saemue matériel de la fromagerie, I'atmosphére
des locaux... (Choisy et al., 1997). La diversitéladiore et son évolution au cours de
I'affinage contribuent a la complexité du processtisendent ainsi son étude tres difficile.
L’objectif de I'étude de la microbiologie des froges est d’assurer aux produits une bonne
gualité et une bonne conservation et aussi pouantjarla sécurité et I'hygieénales
consommateurs.

1.9.1. Les germes recherchés dans le lait de vagbasteurisé et dans le camembert
1.9.1.1. LesColiformestotaux (CT)

Correspondent a des bacilles Gram négatif, nonunooxydase négatif, aérobie et
anaérobie facultatifsqui incluent des especes bantées qui vivent dans lintestin des
animaux homéothermes, mais aussi dans I'environneeregénéral (sols, végétation et eau).
(Ceaeq, 2009).

1.9.1.2. LesColiformes fécaux (CF)

Les Coliformes fécaux, ou coliformes thermotolérants, sont unssgroupe des
Coliformestotaux capables de fermenter le lactose a uneéetye de 44,5°C. L'espece la

plus fréquemment associée a ce groupe bactéridiEssherichia col(E. col) et, dans une
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moindre mesure, certaines especes des gEirebacter EnterobacteretKlebsiella
(Edberget al, 2000).

1.9.1.3.Clostridium sulfito-réducteur (CSR)

Les Clostridium sulfito-réducteurs sont des baegfGram positives, anaérobies, qui
forment des spores. Leurs habitat naturel est leogde gros intestin de 'hnomme ou des
animaux. La plupart des especes sont des organisapesphytes dans le sol. Leurs spores
peuvent survivre de longues périodes dans les,fexesl, la poussiere et I'eau. Leur présence
dans l'eau peut étre utilisée pour détecter unkeitpmi fécale ancienne ou intermittente. lls

sont capables de réduire les sulfites en sulfiResliér, 2005).

1.9.1.4. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aure@st une coccobactérie Gram positif, catalase ipesit
appartenant a la famille d&saphylococcaceadl a un diamétre d’environ 0,5 a 1,5 um, est
immobile, asporulé et facultativement anaérobi@iaphylococcus auredit partie de la

flore humaine et est surtout présent dans le nearda peauMurray etal., 2003).

1.9.2. Dénombrement des germes recherchés
1.9.2.1. Dénombrement de&oliformes totaux (CT)

» Dans le lait pasteurise

Le protocole

v' Ensemencement en double couche de 1 ml de laiftreuboite petri qui contient la
gélose désoxycholate;
v Incubation a 30°C pendant 24h;

v Faire le dénombrement des colonies développéesuafiece et a lI'intérieur du milieu
de culture.

UAMO 42



Matérez méthodes

J 3) Faire un mouvement de rotation

2) Incorporer le milieu en surfusion

i ——

- Ty =
\,_“:_._.__,.
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e "
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1) volume de lait & ensemencer (1 m

)

#
I/.
1

Figure 20: Protocole expérimentale pour le dénombrement deddD¥ le lait pasteurisé.

> Dans le camembert

Le protocole

v' Préparation de la solution mére (dissolution degl@de I'’échantillon dans l'eau
physiologique) ;

Préparation des dilutions décimales a partir dmlation mere ;

Ensemencement de 1 ml & partir de la dilutiofisif) le milieu désoxycholate;
Incubation & 30°C pendant 24h;

LN X X

Faire le dénombrement des colonies développéesuafiace et a l'intérieur du milieu

de culture et multiplier le nombre trouvé par I'amge de la dilution pour trouver le

nombre des germes par millilitre
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Solution mére : dissolution de 10g de
> camembert dans I'eau physiologiqule.

@
A
Y
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-

Préparation des dilutions

3) Faire un mouvement
de rotation

2) Incorporer le milieu en

L e surfusion
~<Eem- Py

1 L ] 1)1ml de la dilution 18 | «——

1072

Figure 21: Protocole expérimentale pour le dénombrement deddd$ le camembert.

1.9.2.2. Dénombrement de€oliformes fécaux

Le protocole expérimentale c’est le méme quei dgsColiformestotaux, la différence

c’est la température d’incubation elle est a 44°C.
1.9.2.3. Dénombrement desStaphylococcus aureus
» Dans le lait pasteurisé

v' Ensemencement de lait pasteurisé a I'aide de I'dag@atine sur une boite pétri qui
contient une gélose Chapman;

v Incubation pendant 24h a 37°C;

v' S'il y aura apparition des colonies dorées on plecau test catalase qui consiste a
ajouter quelque goutes de®$ sur une lame qui contient une colonie)estest est

positif il y aura une effervescence.
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» Dans le camembert

v A partir des dilutions décimales on introduit aggpement I'anse de platine et on
fait des stries sur une boite pétri qui contiergééose Chapman;

v Incubation pendant 24h a 37°C;

v Dénombrement des colonies développées a la swtackintérieur du milieu de

culture et multiplier le nombre trouvé par I'inverde la dilution pour trouver le
nombre de germes par millilitre

v' S'il y a apparition des colonies dorées on cordiamec le test catalase.

1.9.2.4. Dénombrement desClostridiums sulfito-rédeucteurs dans le lait pasteurisé et

dans le camembert

Ensemencer 1 ml du lait dans un tube contelzagélose viande foie (VF) plus les
additifs Alein de fer et Sulfite de sodium, aveeclgues gouttes d'huile de paraffine pour
créer I'anaérobiose, incubé a 46°C pendant 72ts ptair le camembert 'ensemencement est
a partir des dilutions décimales aprés préparatmfa solution mere, puis on dénombre les

colonies développées a la surface et a l'intérikumilieu de culture et multiplier le nombre

trouvé par I'inverse de la dilution pour trouvénlembre des germes par millilitre

Si le test est positif l&Slostridiumssulfito-réducteurs apparaissent sous forme des e

entourés d'un halo noir.
[.10. Suivi de I'évolution de la texture

La texture est un aspect primaire pour la qudk® fromages. L'aspect des fromages
dans la bouche est apprécié avant leur saveurextaré peut étre évaluée au moyen de
techniques instrumentales ou sensorielles, la déthstrumentale présente I'avantage d’étre
corrélée a I'analyse sensorielle tout en étantdacimettre en ceuvre (Laitierat, 2009). Le
test de pénétrométrie est effectué sur une tragobnpée perpendiculairement, aprés que
celle-ci soit équilibrée a la température ambiabte.pénétrometre (PNR10) est utilisé pour
cette mesure, il est muni d'un céne qui pénetrelare libre dans I'échantillon, pendant une
durée de 5 secondes, la moyenne de 5 mesures éggtém en mm, nous donne ainsi une
idée sur la fermeté du fromage. La figure 22 mon&eméthode de préparation de

I'échantillon pour la pénétrométrie. Le test dadtéométrie donne la distance parcouru par
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le cone du pénétrometre dans la masse d’'un édbargibus I'effet de son propre poids, ct

distance est efonction de la dure du fromage (Fox et al., 2000).

Figure 22: Préparation de I'échantillon pour est de pénétrométr
[.11. Analyse sensorielle

Pour mener a terme I'analyse sensorielle du camenolbenu avec le ferment veget
mous avons établie une fiche basée sur des questiame évaluation ac une échelle de 1
10 (annexe 2).
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II.1. Caractéristiques physicochimiques du lait utiisé

Pour préparer le Substrat de Berridge a padidadpoudre de lait écrémé (SOLARC.S.A.
Belgique) on a dissous 24 g de la poudre de laéné€ dans 200 ml d’'une solution de chlorure de
calcium 0,01M.

Les caractéristiques physicochimiques de la pouwte lait écrémé et celle du substrat de
BERRIDGE sont présentées dans le tableau 05.

Tableau 3 :Caractéristiques physicochimiques de la poudraitietl du substrat de Berridge.

Substrat de Berridge Poudre de lait
EST 11,02 92,70
pH 6,80 /
Acidité (°D) 16,80 /

On a obtenu un pH de 6,8, une acidité évalué,80ID et un extrait sec total (EST) de
11,02% pour le lait reconstitué selon la méthodeBdaidge. Ces valeurs sont proches de
celles obtenues par différents auteurs Silva etal (2005) : pH 6,6, acidité titrable a 17°D
et EST de 10 a 13%.

II.2. Caractéristiques de I'extrait enzymatique

L’extraction de la ficine a partir du latex estlig@e par centrifugation (3200 g pendant 15
min a 4°C). Le rendement est d’environ 75% (15 mllaficine brute pour 20 ml de latex)
avec 25% de matiére gommeuse enlevée du latex lapceatrifugation.
Ce résultat est proche a celui obtenu par Siad4AR6stimeé a 71,42%. Cette différence peut
étre expliquée par les différences climatiquesecleis régions de collection du latex ainsi que
les caractéristiques du sol pouvant influencetaaomposition du latex.
L’extrait enzymatique brut de la ficine obtenu emstactérisé par l'activité coagulante, la force

coagulante et I'activité protéolytique (tableau 4).
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Tableau 4 Caractéristiques de I'extrait brut du latexFdeus carica.

Caractéristiques Ficine
Rendement (%) 75
pH 5,810,1
MS (%) 200,01
Taux de protéine (mg/ml) 41,75 £ 0,39
Activité coagulante (UAC) (UP) 103,458 £ 1,69
Force coagulante 21258,911
Activité spécifigue UP/mg 2,478
Couleur Brune claire
Texture Visqueux

L’extrait de la ficine obtenu est une solutiisqueuse de couleur brune claire avec un
aspect visqueux. Ces caractéristiques sont corgsrpar les résultats de Nouahal,.2009.

L’extrait obtenu contient 20% en matiere se@wec 80% d’eau et une teneur en protéine
de 41,75+0,39 mg/ml, cette teneur est inférieuelée aapportée par Siar (2014) évaluée a
89,31+ 0,96 mg/ml. Elle est aussi supérieure & atenue par Nouast al.,(2009) estimée
a 22 mg/ml.

Notre extrait enzymatique a une activité coagelale 103,458+1,69 UP. Cette valeur est
proche a celle trouvé par Siar (2014), estimé g0 UP. Elle est Iégerement inférieure a
ceux rapportés par Williamet al. (1968) et Leulmi (2016), Lazzouni (2016) qui orduvé
188,89 UP, 201.56 UP et 320 U.P respectivement.

La force coagulante s’exprime, par nombre demels de lait coagulable par un volume de
coagulant,de I'extrait obtenu est de 1/21250,911. En termegjuhntité de lait coagulable,
1ml de cet extrait enzymatique peut coaguler envitd litres, donc en termes de rendement
d’extraction par rapport au volume initial du lafexis 10 ml peuvent coaguler environ 157,5
litres de lait. Cette force est inférieure a celidenues par Siar (2014) et Nouahal. (2009)
évaluée a 1/42059,76 et 1/40000 respectivement.

En comparant ces résultats avec ceux des aetragmes végétales traditionnellement
utilisées en fromagerie comme la cardosines, nounstatons que la ficine est dotée d’'une
activité coagulante, d’'une force coagulante et daux en protéines supérieurs a ceux des

cardosines obtenus par différents auteurs (Magtiras. 1996 ; Nouanét al.,2009).

UAMO 48



Résultats et discussit

II.2.1. Activité protéolytique

Toutes les enzymes coagulantes, sont capablesrdliigdr la caséink, provoquant ainsi
la coagulation du lait. Et pour cette conditiils sont utilisésen industriefromagéere, mais
pour la production des fromages de qualité, il feartir compte de leur grande activ
protéolytigue non spécifigue supplémentaire quir ldonne le pouvoir d’hydrolyser ¢
caséines. et (Vignola, 2002)
Cependant, pour assurer un bon rende fromager et pour éviter certains défaut godt et
de texture qui peuvent apparaitre au niveau desdges, ces coagulases doivent présel
une faible protéolyse généralem
La figure 23montre la quantité des produits d’hydrolyse libgras notreextrait enzymatiqu

et par la présure.

Ficine
140

120
100
80
60
présure

40

20

Figure 23: Quantité des produits d’hydrolyse libérés paxtrait enzymatique étudié et

présure.

Pour cela, nous avons étudié l'activité protéolygiqdes extraits de ficine « par
comparaison a la présure animen utilisant la méthode de GreenStackpool (1975). Les
résultats ont montré que I'activité protéolytiquelxtrait de ficine est tri élevée et elle est

4 fois plus élevée queelle de la présu.
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En effet, nous avons obtenu des valeurs deD239g/ml pour I'extrait de la ficine contre
35,75ug/ml pour la présure. Cette activité protéolytigaxeessive de la ficine a été signalée
par plusieurs auteurs (Oner et Akar, 1983dyloglu, 2001; Nouaret al.,2009; Facciaet
al., 2012 et Siar ,2014 ), elle est due a son actionspecifique envers les autres caseines (
etp) (Fox et Mcsweeney,1998).

11.3. Conditions optimales de coagulation

La coagulation est influencée par plusieaddurs tels que la concentration en enzyme,
le pH du lait, la teneur en calcium, la compositencaséines, la dimension des micelles et
les traitements préalables du lait (Jeaetetl.,2008). Pour déterminer les conditions physico-
chimiques optimales de l'action de I'extrait deirfie et de la présure, nous avons essayé de

voir I'influence de certains parametres sur soivaétcoagulante par rapport a la présure.

11.3.1. Effet de pH

L’effet du pH sur I'activité coagulante tiextrait de ficine, a été étudié en ajustant le pH
du lait (substrat de Berridge) aux valeurs dedimalle 5 & 7. La température d’incubation est
fixée a 30 °C. Le pH optimal de coagulation du ésit déterminé par observation du temps de
floculation le plus court. La figure 14 donne I'dwtion de I'activité coagulante de I'extrait

enzymatique étudié en fonction du pH du lait.
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Figure 24: Effet du pH du lait sur I'activité coagulante deXtrait de la ficine et de la

présure.

Les résultats présentés sur la figure 16 montree diminution de I'activité coagulante de
la ficine et de la présure au fur et a mesure queH du lait augmente. En effet, I'optimum
d’'activité est a pH 5,0 avec une activité coagdateg 911,79 U.A.C Cette activité passe a
516,837 U.A.C a pH 6,0 pour se stabiliser a pH&& une activité de 139,86 U.A.C. Ces
résultats confirment ceux de Nouamial.,(2009) et Fadyloglu, (2001) qui ont estimé que le
pH optimal d’activité pour la ficine est de 5. Diap ces résultats nous constatons que le pH
joue un rble tres important dans la coagulatioriaite En effet, I'extrait étudié montre un
caractere acide ('optimum d’activité a pH 5).

11.3.2. Effet de la température

Pour étudier l'effet de la température dut Isir I'activité coagulante de [I'extrait
enzymatique étudiée nous avons mesure l'activid@gaiante a différentes températures
d’incubation (de 40 a 80 °C). La figure 15 montéydlution de I'activité coagulante de la

ficine et de la présure.
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Figure 25 : Effet de la température du lait sur I'activité cokmte de la ficine et de la

présure.

Nous avons remarqué une difféerence de comperteantre les deux extraits enzymatiques
(la ficine et la présure) suivant les températi@ealiées. L’'optimum d’activité coagulante
pour I'extrait de ficine est obtenu a une tempématiu lait égale a 75°C avec une valeur de
2097,90 U.P. Ce résultat est proche de ceux dguaréklouaniet al.,(2009) évalué a 80°C,
Fadyloglu, (2001) estimé a 60°C et Payne, (2009) et de 65°C. Et pour I'optimum
d’activité coagulante pour la présure et obtenwn@ température du lait égale a 55°C avec
une valeur de 773,809 U.P. Ces résultats confiri@egtande stabilité thermique de la ficine
par rapport a la présure commerciale déclarée Ipareprs auteurs (Grzonkat al., 2007 et
Bekhitet al.,2013)

[1.3.3. Effet de la concentration en Cad

La concentration optimale en CaCu lait est déterminée en mesurant le temps de
coagulation du lait additionné de quantités de @atlant de 0,005 a 0,05 M.

La figure 16 montre l'influence de la concetitna en CaCl sur I'activité coagulante de la
ficine et de la présure. D’apres ces résultats nowsstatons que dans lintervalle de

concentration en Cagétudié l'activité coagulante augmente avec la eatration en CagGl
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L’optimum d’activité pour la ficine estimé a 192,80A.C est obtenu a une concentration de
0,03 M. Cette concentration est supérieure a sailealée par Nouami al.,(2009) évaluée a
0,02 M de CaGl

25 -
U.p == Ficine U.A.C/10
== Présure
20 -
15 4
10
N

5 4 ."/F \.
0 T T T T T 1

0,005 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 [Cac|2]

Figure 26 :Effet de la concentration en CaGlr I'activité coagulante de la ficine et de la

présure.

Il.4. Essai de fabrication d'un fromage a pate mob type « Camembert »

[1.4.1. Caractéristiques physicochimiques du lait tilisé de lait pasteurisé et de
lactosérum

% Lait

Le lait utilisé pour la fabrication de fromage estlecté dans la wilaya de Bejaia et ses

entourages. Le tableau 5 représente la compogtigsicochimique du lait utilisé.

Tableau 5 :Composition physicochimique du lait cri utilisé ptafabrication fromageére.

Lait crG Normes AFNOR (1993)
pH 6,4 6,6
Acidité (°D) 16,5 15-18
E.S.T (%) 12 12,3-125
MG (%) 3 3,2-3,6
E.S.D (%) 9 8,75-9
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Densité 1,028 1,027 - 1,032
Test d'iode Absence d’amidon /
Test de stabilité Stable /

% Lait pasteurisé

On a fait les analyses physicochimiques de laitgriés pasteurisation.

Tableau 6 :composition physicochimique de lait pasteurisé

Lait pasteurisé Normes (AFNOR)
pH 6,5 6,60 - 6,70
Acidité (°D) 16,8 16 -18
E.S.T (%) 10 10,2 -12,5
MG (%) 33 34-36
Densité 1,028 1,032 - 1,035

Pour le lait pasteurisé, les résultats des petras testés sont dans les normes.

% Le lactosérum au cours de I'égouttage

Tableau 7 :les résultats des analyses physicochimiques dosketm au cours de

I'égouttage.
Paramétre Lactosérum Normes (AFNOR)
pH 6,12 6,12 - 6,15
Acidité (°D) 17 17 -19

Les analyses physicochimiques du lactosérurasaproulage et au cours de I'égouttage

montrent que le fromage se développe d’'une bonméenea

I1.4.2. Résultats de I'évolution du « camembert »@cours de la phase d’affinage

11.4.2.1. Paramétres physicochimiques de « camembier

Concernant les parametres physicochimiques meaurésurs de I'affinage des fromages,

nous constatons que des taux presque similairezowant le pH, I'acidité, le taux de matiere
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grasse et I'extrait sec ont été enregistrés auérdifits stades de maturation pour les deux
essais de fromage :
(1*) fromage fabriqué en utilisant la présgommerciale d’origine microbienne.

(2*) fromage fabriqué en utilisant I'extraibzymatique obtenu d’origine végétale.

Pour le pH de fromage fabriqué par la ficinedss6,08 et le pH de fromage témoin est de
5,12. Nous remarquons que le pH de fromage fabiageé la ficine est proche de celui de la
présure malgré le changement de I'agent coagudayres ces résultats nous avons confirme
gue I'agent coagulant n’influence pas sur le pHrdmage et que celui-ci est influenceé par la
composition initiale de lait.

Nous remarquons aussi une légére diminutiopHti¢4,78 pour (1*) et 4,80 pour (2*) du
début d’affinage jusqu’au stade (J+6) et ce la dassleux parties (superficielle et interne)
des deux types de fromage. Ce phénoméne s’expbiguta poursuite de la fermentation du
lactose résiduel du caillé par les bactéries laetq
Apres le sixieme jour d’'affinage, il y a désacidifiion progressive de la croute qui permet
d’attendre apres 21 jours des valeurs de pH éarited a 5,19 pour la ficine et 5,26 pour la

présure.

Cette augmentation du pH de la crodte, est duteaeloppement des levures et notamment
des moisissures (Fox, 1989), qui contribuent a modification de la texture qui perd son
aspect granuleux. Elle induit également une aétimitaximale de la plupart des enzymes
protéolytiques et lipolytiques. A I'oppose, le pekte acide au niveau interne (pour les deux
types de fromage), confirment I'action enzymatiqaesrue de la flore superficielle sur
I'élévation du pH.

Concernant I'extrait sec total il est varié efliancé selon le type de fromage, la
composition initiale du lait, le type de coagulat@nsi que le type d’égouttage.

L’extrait sec total des fromages fabriqués esttd,49% et 44,88% pour le fromage obtenu
avec I'extrait de la ficine et le fromage témoinggure microbienne) respectivement.

Cette différence dans les valeurs de I'extrait tedéal est due principalement aux types des
caillés obtenus. En effet, le caillé obtenu aveficime donne des petites tranches comparées
avec celles obtenues dans les coagulums issuscdadalation avec la présure microbienne,
ce qui rend I'égouttage facile et intensif. Seleantetet al., (2008), le caillé formé avec la
présure présente une forte cohésion, élasticp@retsité mais une permeabilité faible, ce qui

aboutit a un égouttage spontané limité.
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A propos de la matiére grasse elle est égalé@a@ur le fromage fabriqué avec la ficine et
24% pour le fromage fabriqué avec la présure.

Ces résultats montrent que les deux essais dedtbn se développent presque de la méme
maniere.

Tableau 8: Les parametres physico-chimiques des fromagesnosb.

Paramétres Essai par la ficine Essai par la pgpésy Normes
commerciale

pH 5,08 5,12 5-5,5

EST% 47,49 44,88 44,5-47

MG% 27 24 25-27

I1.5. Analyses microbiologiques
[1.5.1. Résultats des analyses microbiologigsele lait pasteurisé

Tableau 9 :Résultats d’analyses microbiologiques de lait paié

Germes recherchés Lait pasteurisé Normes des gerse
Du JO n°35/98
Coliformes totaux Absence 1
Coliformes fécaux Absence Absence
Staphylococcus aureus Absence 1
Clostridium sulfito-réducteur Absence 1

Les résultats de contrble microbiologique efiécsur le lait pasteurisé montrent une
absence totale des germes recher€@@gormes totaux, Coliforme fécaux, Staphylococcus

aureus et Clostridium sulfito-réducteur.

[1.5.2. Résultats des analyses microbiologique® camembert

Les résultats du dénombrement des grands graumeebiens (Tableau 2) montrent que
globalement il 'y a pas de différences sensiblssd’évolution de ces populations pour le
cas des deux types de fromages fabriqués, ceci méire que I'extrait de latex de figuier
n'influe pas sur la qualité microbiologique du frage.
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Tableau 10:Résultats des analyses microbiologiques de fronssgede la coagulation par la

ficine et par la présure commerciale.

Germes recherchés| Fromage issu de la Fromage issu de la| Normes des germeg
coagulation par la | coagulation par la Du JO n°35/98
ficine présure commercial fromage a pate
molle
Coliforme totaux <10 <10 10°
Coliforme fécaux 3 4 10
Staphylococcus <10 <10 107
aureus
Clostridium sulfito- Absence Absence 1
réducteur

Le contrdle microbiologique effectué sur le prodint révele:

v Une absence totale d@lostridium sulfito-réducteurecherché dans les deux cas de
fromages fabriqués.
v On enregistre un nombre qui est dans les normes $aphylococcus aureus

Coliforme totauet lesColiformes fécauxlans les deux types de fromages fabriqués.
I1.6. Test de pénétrométrie

Les résultats de la pénétrométrie sont dar@rbpour le fromage obtenu avec I'extrait de
la présure et 2,5 mm pour celui obtenu avec I'éxtia la ficine. Ces derniers représentent la
profondeur de pénétration des fromages a la phas&ef de laffinage 17 jours
(commercialisés), ce qui signifie un ramollissem@atla pate. Ces résultats sont les mémes
pour les trois répétitions de cinq mesures de patidn. En effet, le fromage obtenu avec
I'extrait de la présure présente une texture nedtegmplus ferme que les fromages obtenus

avec I'extrait de la ficine.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par €@ngkar, (1993), Facciat al., (2012),
gui ont observé le ramollissement des fromage daBs avec les extraits de la ficine. Cette
perte de dureté est due en major partie a I'aétipibtéolytigue des extraits enzymatiques
étudiés.
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II.7. Caractéristiques organoleptiques

Pour connaitre les caractéristiques organoleptigigesotre camembert a base de la
ficine on s’est basé sur une fiche élaborée (anBaéin d’avoir un point de vue objectif sur
le ressenti des produit.

L’analyse sensorielle n'a donnée aucune&dfice entre le fromage obtenu par extrait de
la ficine et le fromage témoin obtenu par la présuicrobienne pour la plupart des attributs.
Cependant des déférences de golt (légere anertet de texture (texture lisse et
moelleuse) son percues dés IE™Four pour le fromage obtenu avec la ficine.
La figure 27 représente les profils senson@s/enus pour les deux fromages (fromage
issu de la coagulation par la ficine et fromagediénm

Elasticité

Fermeté

=—présure

e ficine

Figure 27 : Profil sensoriel des fromages al"1%our d’affinage.

* Latexture
Le fromage obtenu avec I'extrait de la fices caractérisé par une pate plus élastique et
plus souple par rapport au fromage témoin et uxterre lisse et plus ferme. Dés le®1Sjour

d’affinage la pate devient un peu molle (Siar, 2014
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Selon Nouani, 2009 ce phénomene est attribud développement plus rapide de la
texture de la pate des fromages a base des extaigsilant végétaux pendant I'affinage, du a
une activité protéolytique €élevée.

Par contre, le développement de la texturea@®mdge témoin issu de la coagulation par la
présure microbien est trop lent. Selon Claverielemnandez, 2007 cette stabilité est du a la
faible activité protéolytique de la présure micebie ainsi qu’'a la spécificité de son action

sur les caséines.

* Legout

Le golt de fromage obtenu par I'extrait denficest acceptable. Il est salé et acide avec un
gout émollient relativement toléré, cependant d&s1¥™ jour, un léger arriére godt
d’amertume a été noté qui se développe avec lestathiaffinage, mais acceptable et méme
appréciée par certains dégustateurs .Cette casdicgée a été constatée par plusieurs auteurs
dans les fromages fabriqués avec la ficiradf/loglu, 2001; Oner et Akar, 1993).

Le fromage témoin (issus de la coagulationigp@résure microbienne), présente une bonne
stabilité de godt. En effet, il est considéré maymment salé et acide avec absence

d’amertume.

* La couleur et 'odeur
Pour la couleur et I'odeur, notre analysmantré qu’il n’existe aucune différence entre
les fromages obtenus par I'extrait de ficine etframage témoin obtenus par la présure
microbienne.
Ces résultats indiquent la possibilité de rexogt la présure par I'extrait de la ficine dans la
fabrication des fromages a pate molle type « caneeimb En effet, les parametres couleur et
odeur et a moindre degré godt et texture répana@xtexigences requises pour ce type de

fromage et sont proches de ceux du fromage térpo@siire microbienne).
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Cette étude nous a permis de contribuer auwatwawde recherche préexistants dans le
domaine de l'industrie fromagere, et de renforcieléé de pouvoir trouver de nouvelles

sources potentielles de succédanés de présure.

Ce travail visait la caractérisation d’'un agentgrdant extrait a partir de latex du figuier
Ficus carica L. et tester la possibilité de son utilisation danfabrication de fromages a pate
molle type «Camembert». Notre démarche a compoeigx detapes. Premierement la
récupération des matieres premiéres renfermant ylterme enzymatique recherché,
I'extraction de la ficine et sa caractérisationment de vue activité et force coagulante et
conditions optimales d’activité (température, pH@&aCk]), ansai que I'étude de l'activité

protéolytigue. En deuxieme étape, la réalisation dssais de fabrication industrielle de
fromage a pate molle type «Camembert» au sien deotagerie de «LA VALLE» en

substituant I'agent utilisé par l'industrie (présumicrobienne) par I'extrait de la ficine en
suivant le méme diagramme de fabrication. Aussi Veffet de notre extrait sur la qualité

organoleptique des fromages, par comparaison eéfuge commerciale utilisé par 'unité de

production.

by

L’extraction est réalisée par centrifugation (320pgndant 15 min a 4°C) et les

caractéristiques d’extrait de la ficine sont levautes :

Le rendement est estimé a 75;
Une activité coagulante de 103,458 UP;
Une force coagulante de 1/21258,911;

Une teneure en protéine de 41,75 mg/mi;

AN N NN

Activité protéolytique est de 1389g d’équivalant tyrosine/ml d’extrait enzymatique

estimée 4 fois plus que celle de la présure évallge75:ug9/ml;

Pour les conditions optimales d’activité a montrée wifférence de comportement entre
I'extrait de la ficine et la présure de référentdes résultats obtenus se résument comme
suit :

Le pH optimal de coagulation pour I'extraé ficine est le méme que celui de la présure
évalué a 5. Pour la température, nous avons remayggl I'optimum d’activité pour la ficine
est obtenu a une température de 75°C, et la présGBEC. Concernant la concentration en

chlorure de calcium, I'optimum pour la ficine etdeesure est de 0,03 M.
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Conclusion

Suite aux essais de fabrication d’'un fromagét@ molle type «Camembert» nous avons
constaté que le fromage obtenu en utilisant I'éxtia ficine comme agent coagulant présente
une bonne qualité organoleptique avec une texisse et molle et une pénétrométrie évaluée
a 2,5 mm. L'ordre de préférence des fromages gaddgustateurs est : le fromage a I'extrait
de la ficine est le mieux évalué par rapport améige a base de présure.

L’apport de cette étude est non négligeablelearésultats obtenus mettent en évidence la
possibilité d’obtention des extraits enzymatiquesdurces végétale capables de remplacer la
présure dans l'industrie fromagere.

A l'avenir, il serait opportun d’approfondir ¢etetude par :

» L’étude des différents facteurs influencant I'egtran de cet enzyme afin d’améliorer

la qualité et le rendement d’extraction;

» La purification et I'optimisation de I'enzyme afitienvisager d’autres utilisation;

* Aussi il est intéressant d’essayer d’appliquerttaix de la ficine pour la fabrication
d’autres types de fromage.
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Annexe 1 : Extraction de la ficine

Récupération de latex Latex Extrait brutefitgne

Annexe 2 : Analyse sensoriale du fromage type : camembert
Focus Group

On souhaite connaitre les caractéristiques sensoriale, en particuliers les attributs de texture,
de deux types de fromages dont la formulation varie dans la concentration et type d’enzyme
coagulante ajoutée.

1/ Que est ce que vous valoriser le plus d’un fromage type camembert ?

Le golt et I'arome

2/ Avez-vous une préférence pour un type de texture ? Laquelle ?
La texture molle ou spongieuse

3/ Quelle est la forme géométrique et de surface préférée : pour les récepteurs tactiles et
visuels ?

Triangulaire

4/ Décrivez les caractéristiques de texture, saveur et autres sensations que vous produisent
les échantillons suivants de camembert :



Camembert A (présure) et B (ficine):

10

10

10

10

10

10

10

Elasticité : |
Fermeté l
1
Friabilité l
1
Déformabilité |
1
Adhérence |
1
Solubilité |
1
Granulosité |
1
Humidité |
1
Saveur | | |
. .. 0, 2
(Amere, sucré, acide, salé)
Qualité globale L l l
0 1 2
. | |
Couleur attractive
1 P

(Blanc, blanc jaunatre)

Odeur l | |




Agzul

Amesyaru n uxeddim agi d azraw n wamek ar ad yili ubleddieeqqgar n la présure s
la ficine am @eqqgar azenkta yessikilin ayefki, tim yer yeswi agi iwelh-g yer usufg n la
ficine seg liga n tebaxsisin (tanagelt, tamat), ak d tufka n tayara htic anzimi id nekkes,
aya s ubeggen n tarmtitnni-ines n usikel, lgahd n usikel ak d tarndtris n ubeddel n tgssa i

teprutiyinin « proteolytique »

Seg tama wen, yella-d grad n ufares n yewwen gsenf uyunan bu trektit i rében i
yemucaen s yisem n kamumber s usemres n la ficine decanmkle présure amzenzi, aya

yettuhegga-d deg luzin n la VALLEE.

Igemal igejdanen id-ygfen sekanen-d d akken tikkest n la ficinecsgesarmuit
tasiklant n 103,458 U.P,dahd asiklan n 1/21258 d tardtun ubeddel n tgssa n teprutiniyin
id yefkan leqgidar n 138g d agdazal n tyrosine iw ml n tikkest n la ficine

Ayunan bu teraktit tatdbant nssenf kamumber id-yettufersen s la ficine sees
amerkid organoleptique yufrarggef uyunan inigi, dga s teraktit-is i wumi tezagedaba s

ugissi n ukécum n wazal n 2,5mm s umegada d win n le présueadgn azal n 3,6mm.

Tazrawt agi tesbeggen-d d akken takkest n laditgzmer ad teef adeg n le présure

deg ufares ayunayan, akken tuklayela ad tdiu ulayer ufares n lgnaf nniden n wyunan.



Summary

The purpose of the present work is to stilndypossibility of substituting ficin for rennet
as a vegetable coagulant of milk. In order to aahithis objective, we extracted the ficin
from latex of the fig treeHicus carica L.) and the characterization of the enzyme extract
obtained by the determination of the coagulatingvig, the coagulating force and the
Proteolytic activity.

On the other hand, a test for the manufactlile"@€amembert" soft cheese using ficin as a
substitute for commercial rennet was carried ouheVALLEE cheese factory.

The main results obtained showed that the faitnact had a coagulant activity of 103.458
U.P, a coagulating force of 1/21258 and a proteobttivity estimated at 139 ug of tyrosine
equivalents per ml of ficine extract.

The "Camembert" soft cheese obtained with fi@as a better organoleptic quality than that
of control cheese and a softer texture with penggtoy of 2.5 mm compared to that of rennet
of the order of 3, 6 mm.

This study demonstrated that ficin extract caplace rennet in cheese making and this
study deserves to be expanded in the manufactutéferfent types of cheese.

Key words: Ficuscarica L, Latex, Ficin, Protease, Casein, Cheese.
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Résumé

L'objectif du présent travail est d’étudierdassibilité de substituer la présure par la ficine
comme agent coagulant végétal du lait. Pour afteim@t objectif, nous avons procédé a
'extraction de la ficine a partir de latex dudigr (Ficus carica L.) et la caractérisation de
I'extrait enzymatique obtenu par la déterminatien’dctivité coagulante, la force coagulante
et I'activité protéolytique.

D’autre part, un essai de fabrication d'un fega a pate molle type «Camembert» en
utilisant la ficine en tant que succédané de peesammerciale a été réalisé au sein de la
fromagerie la VALLEE.

Les principaux résultats obtenus ont montré lgperait de laficine présente une activité
coagulante de 103,458 UP, une force coagulante/2i288 et une activité protéolytique
estimée a 13fig d’équivalant tyrosine par ml d’extrait de la fiei

Le fromage a pate molle type « Camembert » aist@vec la ficine présente une qualité
organoleptique meilleure que celle de fromage ténati une texture plus molle avec une
pénétrométrie de 2,5 mm en comparaison avec celle présure de I'ordre de 3,6 mm.

Cette étude a déemontré que l'extrait de lanéicpeut remplacer la présure dans la
fabrication fromagere et cette étude mérite d’'@eergie dans la fabrication de différents

types de fromage.

Mots clés:Ficus carica L, Latex,Ficine, Pprotéase, Caseines, Fromage.
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