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Abstract

This study aims to improve the coagulation of camel milk for the production of fresh cheese by using goat's
milk and various rennet substitutes. First, we studied the raw materials used, including the raw composition of
camel and goat milk and the characteristics of camel rennet, goat rennet and chicken pepsin. Then, we studied the
optimization of flocculation and coagulation parameters mainly pH and temperature with milk alone and camel-
goat milk mixed with different formulations using response surface methodology (RSM). The optimum points
obtained will be used for the manufacture of fresh cheese with enzymatic coagulation and with mixed coagulation
by adding mesophilic lactic bacteria.

The chemical and mineral analysis of camel milk and goat milk showed the specificity of the composition
of camel milk in comparison with cow milk mainly in terms of protein, fat and total solids, lactose and even in
chloride, sodium and copper. On the other hand, the characterization of the enzymatic extracts of camel rennet, goat
rennet and chicken pepsin revealed variable protein contents and coagulant activities and good coagulant strength,
respectively 1/4166.67, 1/2531.64, 1/6153.85.

The optimization of the flocculation and coagulation time made it possible to highlight the specific optimum
points according to the enzymatic extract used, the type of milk and the formulation tested. It appears that each
enzyme acts differently on the coagulation of milk depending on the pH and the temperature, and even when we
are under the same conditions, each enzyme gives a specific coagulum. Overall, the pH ranges from 5 to 6.7 and
the temperature from 30°C to 42°C.

At the level of the manufacture of fresh cheese, twelve formulations were produced and characterized,
according to the proportions of camel and goat milk (75/25, 50/50, 25/75) and the type of enzyme. The best cheese
yields of enzymatically coagulated fresh cheeses are those of camel rennet cheese with 19.3+0.9% of the FD25,
goat rennet cheese with 13.45+0.5% of the FC25, chicken pepsin cheese with 16.65+ 1.0% of FP25 and microbial
coagulating agent cheese with 18.3+0.4% of FM50. Most of the cheeses obtained can be classified according to the
food codex as soft and semi-fat. In rheological terms, the cheeses produced are quite firm. Cheese gel with camel
rennet behaves like a dilating coagulum while those produced with chicken pepsin behave like a pseudoplastic
coagulum. Whereas, cheeses produced with goat rennet and microbial coagulant behave as a dilating and
pseudoplastic coagulum. This clearly shows the effect of the type of enzyme on the coagulation of the camel-goat
milk mixture. In addition, electron microscope observations showed the specificity of each coagulum according to
the enzymatic extract tested and according to the proportion of goat milk added to camel milk. The difference is
noted in the number and diameter of the pores and the appearance of their compactness. Moreover, the statistical
analysis of the amino acid concentration results revealed a significant difference (P<0.05) between most of the
different formulations with the dominance in the cheeses of histidine. Finally, the best enzymatically coagulated
cheeses according to sensory tests are the FD50, FC75, FP50 and FM25 formulations with an overall acceptability
score on a score of 15 from 7.85+2.34 (FM25) to 10.05+3.81 (FC75).

Finally, the physico-chemical characterization of the best four mixed coagulation formulations (FD50B,
FC75B, FP50B and FM25B) gave cheeses with a total solids content of 25.66+0.5% to 43.55+1.2% and Fat/TS of
30.47+2.7 to 49.85+0.16 with a significant difference (P <0.05) for all parameters analyzed. From a sensory point
of view, it should be noted that the addition of ferment has clearly resulted in more characteristic and more
appreciated cheeses.

The results obtained tend and converge towards the possibility of using camel rennet, goat rennet and chicken
pepsin in cheese processing based on camel milk mixed with goat milk, taking into account the specific optimum
points for each enzyme and each formulation.

Keywords: Camel milk, goat milk, coagulation, RSM, rennet substitutes, fresh cheese



Résumé

Cette étude a pour objectif d’améliorer la coagulation du lait de dromadaire pour la fabrication d’un
fromage frais en valorisant le lait de chévre et différents substituts de la présure. D’abord, nous avons étudier les
matiéres premiéres utilisées dont la composition brute du lait de dromadaire et chévre et encore les caractéristiques
de la présure cameline, la présure caprine et la pepsine de poulet. Ensuite, nous avons étudier 1’optimisation des
parametres de la floculation et de la coagulation principalement le pH et la température avec des laits seuls et du
lait dromadaire-chévre en mélange avec différentes formulations en utilisant la méthodologie des surfaces de
réponse (MSR). Les points optimums obtenus seront utilisés pour la fabrication du fromage frais a coagulation
enzymatigue et a coagulation mixte avec des bactéries lactiques mésophiles

L’analyse chimique et minérale du lait de dromadaire et du lait de chévre a montré la spécificité de la
composition du lait de dromadaire en comparaison avec le lait bovin, principalement au niveau des teneurs en
protéines, en matiére grasse et en matiere séche, en lactose et méme en chlorure, sodium et cuivre. D’autre part, la
caractérisation des extraits enzymatiques de la présure cameline, la présure caprine et la pepsine de poulet a révélé
des teneurs en proteines et des activités coagulantes variables et une bonne force coagulante soit respectivement de
1/4166.67, 1/2531.64, 1/6153.85.

L’optimisation du temps de la floculation et de la coagulation ont permis de faire ressortir les points
optimums spécifiques selon I’extrait enzymatique utilisé, le type de lait et la formulation testée. Il ressort que chaque
enzyme agit différemment sur la coagulation du lait selon le pH et la température, et méme lorsqu’on opére dans
les mémes conditions, chaque enzyme donne un coagulum spécifique. Globalement, le pH varient de 5 a4 6.7 et la
température de 30°C a 42°C.

Au niveau de la fabrication du fromage frais, douze formulations ont été réalisées et caractérisées, selon les
proportions en lait de dromadaire et chevre (75/25, 50/50, 25/75) et le type d’enzyme. Les meilleurs rendements
fromagers des fromages frais a coagulation enzymatique sont ceux du fromage a la présure cameline avec
19.3+0.9% du FD25, le fromage a la présure caprine avec 13.45+0.5% du FC25, le fromage a la pepsine de poulet
avec 16.65+1.0% du FP25 et le fromage a I’agent coagulant microbien avec 18.3+0.4% du FM50. La plupart des
fromages obtenus peuvent étre classés selon le codex alimentaire en pate molle et mi-gras. En ce qui concerne la
caractérisation rhéologique, les fromages produits sont assez ferme. Le gel du fromage avec la présure cameline se
comporte comme un coagulum dilatant alors que ceux produits avec la pepsine de poulet se comportent comme un
coagulum pseudoplastique. Alors que, les fromages produits avec la présure caprine et I’agent coagulant microbien
se comportent comme un coagulum dilatant et pseudoplastique. Ceci montre bien 1’effet du type d’enzyme sur la
coagulation du mélange lait de dromadaire-chévre. En plus, les observations au microscope électronique ont montré
la spécificité de chaque coagulum selon I’extrait enzymatique testé et selon la proportion du lait de chévre ajouté
au lait de dromadaire. La différence est notée dans le nombre et le diametre des pores et I’aspect de leur compacité.
De plus, I’analyse statistique des résultats de la concentration des acides aminés a décelé une différence significative
(P<0.05) entre la plupart des différentes formulations avec la dominance dans les fromages de I’histidine. En
dernier, les meilleurs fromages a coagulation enzymatique sont les formulations FD50, FC75, FP50 et FM25 avec
un score d’acceptabilité globale sur une note de 15 de 7.85+2.34 (FM25) & 10.05+3.81 (FC75).

En dernier, la caractérisation physico-chimique des meilleures quatre formulations a coagulation mixte
(FD508, FC758, FP50® et FM25P) a donné des fromages avec une teneur en matiére séche de 25.66+0.5% a
43.55+1.2 % et en Gras/Sec de 30.47+2.7 a 49.85+0.16 avec une différence significative (P <0.05) pour tous les
parametres analysés. Sur le plan sensoriel, il faut noter que 1’ajout du ferment a clairement abouti a I’obtention de
fromages plus caractéristiques et plus appréciés.

Les résultats obtenus tendent et convergent vers la possibilité d’utiliser la présure cameline, la présure
caprine et la pepsine de poulet dans la transformation fromagére a base du lait de dromadaire en mélange avec le
lait de chévre en tenant compte des points optimums spécifiques pour chaque enzyme et chaque formulation.

Mots clé : Lait de dromadaire, lait de chévre, coagulation, MSR, substituts de présure, fromage frais
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Introduction

Dans les pays du sud du bassin méditerranéen, I'élevage camelin représente une activité
centrale dans I'occupation de I'espace pastoral steppique et désertique et dans le maintien de
I'activité agricole des systemes oasiens, pour le développement zootechnique des zones désertiques
et la lutte contre la désertification. En Algérie, I'élevage camelin est concentré dans les zones semi-
arides et arides. Dix populations de dromadaires ont été identifiées dans le pays sur un total de 26
populations en Afrique et 97 dans le monde (Harek et al., 2017). En plus de la viande cameline,
le lait de dromadaire joue un réle important dans I'alimentation des nomades et des populations du
sud algérien. De ce fait, la commercialisation du lait de dromadaire s'est développée ces derniéres
années notamment aussi suite a I'intensification de I'élevage des dromadaires et I'introduction de
fourrages et d'aliments concentrés (Mekkai et al. 2022). D’autre coté, 1’élevage caprin se situe
principalement dans les régions montagneuses du nord, les steppes et les zones subdésertiques du
sud, ou il s'agit d'une activité économique importante. Tandis que la demande de lait et
I'enthousiasme pour sa qualité, qui est plus digeste et a une durée de conservation plus longue que
le lait de vache, prévoit son extension dans les zones agricoles avec intensification de son élevage,

diversification de son mode de conduite et orientation de sa production (Aissaoui et al., 2018).

Le lait de dromadaire, aussi appelé or blanc du désert, est parmi les laits que se rapproche
le plus au lait humain et differe des autres laits de ruminants par le rapport des protéines du
lactosérum et aux caséines (Young et al., 2017). Il est actuellement considéré comme une bonne
alternative au lait bovin. Sa saveur peut étre d'un grand intérét pour 1’élaboration de dérivés
innovants dans transformation laitiere. Selon Felfoul et al., (2023), le fromage au lait de
dromadaire peut concurrencer le fromage au lait de vache. Cependant, et selon sa composition, le
lait de dromadaire présente des difficultés dans la coagulation, étape clé pour toute transformation
fromagere. La formation du coagulum est le résultat de I’interaction des protéases (présure ou
autres) avec la caséine kappa cameline (CN-x). Cette caséine contient un site de clivage nettement
différent pour les protéases aspartiques par rapport a la CN-k bovin (Kappeler, 1998). Les
chercheurs, depuis des décennies, ont essaye de coaguler le lait de dromadaire par 1’utilisation de
différentes protéases comme la présure, principale enzyme de fromagerie, ou autres. Divers agents
de coagulation sont importants comme substituts pour la présure bovine, mais ces sources ne sont

pas adaptées a la qualité de la production de fromage car ils sont I’origine de 1’apparition de godts
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extrémement amers indésirables (Neelakanta et al., 1999 ; Walsh et Li (2000) ; Kumar et al.,
2006). La chymosine recombinante peut également étre utilisée pour produire du fromage, mais
son utilisation peut étre limitée en raison des préoccupations des consommateurs concernant les

aliments génétiquement modifiés (Egito et al., 2007).

Pour les agents coagulant d’origine animale, il existe des études qui prouvent I’efficacité
de la présure cameline (Boudjenah-Haroun et al., 2011 ; Boudjenah-Haroun et al., 2014 ;
Hattem et al., 2017), de la présure caprine (Zhang et Wang, 2007) et de la pepsine de poulet
(Benyahia-Krid et al., 2016) dans la coagulation du lait bovin. Cependant, et concernant le lait de
dromadaire, des études tres limitées ont été menées sur la capacité de la présure cameline a

coaguler le lait de dromadaire.

Les premiéres principales recherches sur la coagulation du lait de dromadaire par des
extraits enzymatiques de la caillette des dromadaires ont été réalisées par Wangoh et al. (1993),
Elagamy (2000), Sibouker et al. (2005), Boudjenah-Haroun et al. (2011) et Ramet (2011).
D’autre part, Walle et al. (2017) ont évalué I'effet de la concentration de chymosine cameline sur
la coagulation du lait de dromadaire. Récemment Felfoul et al., (2022) ont discuté la coagulation
du lait de dromadaire par acidification chimique alors que Mekkaoui et al. (2022) ont vérifié
I’effet des systémes d’élevage du dromadaire sur I’aptitude coagulante du lait. Toutes ces études

ont montré que la coagulation du lait de dromadaire est difficile mais possible.

En paralléle, quelques autres travaux ont discuté la caractérisation et la qualité des produits
de transformation du lait de dromadaire comme les fromages. Hailu et al., (2014) ont traité les
propriétés rhéologiques et sensorielles et les composés aromatiques formés pendant I'affinage d'un
fromage a pate molle saumurée alors que Shahein et al. (2014) ont vérifié I’effet de la combinaison
du lait de dromadaire et Buffalo dans la fabrication de fromage frais et Derar et El Zubeir, (2016)
et aussi Saadi et al. (2019) du lait de dromadaire et du lait de brebis.

Au niveau de la littérature, les travaux de recherches qui sont menées sur 1’étude de la
coagulation du lait de chamelle combiné au lait de chevre et sur la qualité du fromage obtenu sont
rares. Aissaoui Zitoun et al. (2018), ont initié la fabrication d’un fromage frais au lait de

dromadaire et de lait de chevre avec I’utilisation de la pepsine de poulet alors que Saadi et al.
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(2019) ont étudi¢ ’effet du mélange de lait de chamelle avec du lait de vache, de brebis et de

chévre dans différentes proportions pour seulement la production de yaourt.

Dans cette optique de recherche et sachant qu’en Algérie 1’élevage camelin est parfois
intégré avec 1’¢levage caprin, notre présente étude constitue une premicre contribution pour

I’amélioration de la coagulation du lait de dromadaire par :

1- Le mélange avec du lait de chevre a différentes proportions ;

2- L’utilisation des substituts de présure dont la présure cameline, la présure caprine et la
pepsine de poulet ;

3- L’optimisation des principaux parameétres de coagulation soit la température et le pH des

laits de dromadaire et de chévre seule et en mélange

Le présent manuscrit est structuré en trois parties. La premiere, consacrée a des données
bibliographiques, est articulée autour des notions de lait de dromadaire et de chévre, mécanismes
de la coagulation du lait et les caractéristiques générales des fromages. Dans la seconde partie du
manuscrit, nous exposons le matériel et les méthodes mis en ceuvre dans le cadre de la
caractérisation des laits de dromadaire et de chevre ainsi que des substituts d’enzymes et
I’optimisation des paramétres de la floculation et de la coagulation des laits par la méthodologie
des surfaces de reponse. De plus, formulation/fabrication et caractérisation des fromages frais a
base du lait de mélange dromadaire-chévre par coagulation enzymatique et mixte. La derniere
partie du manuscrit traite principalement les résultats décrivant les caractéristiques physico-
chimiques du lait de dromadaire et du lait de chevre, les points optimums de la floculation et de la
coagulation des laits et les propriétés physicochimiques, rhéologiques, microstructurales et

sensorielles des différentes formulations des fromages frais.
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Chapitre | Géneralités sur le lait de dromadaire et le lait de chevre

1.1 Elevage camelin en Algérie

Le camelin occupe une place prépondérante dans la vie économique et sociale des
communautés sahariennes et steppiques, il revét une importance particuliere du fait qu’il évolue
dans des milieux ou I'existence d'autres alternatives d'élevages seraient aléatoires et onéreux. Cet
élevage suscite donc une activité socio-économique intéressante vu qu’il représente un atout
incontestable dans la sécurisation alimentaire des régions désertiques et arides. Les productions
(lait, viande, laine et cuir) ont permis aux populations de ces régions ou la demande est en

croissance continue de s’adapter aux rigueurs du climat.

En Algérie, la population cameline compte prés de 354 465 tétes soit 1% de I’effectif
national et environ 17 % de la population Maghrébine cameline et se trouve confinée sur trois
grandes territoires agroécologiques a savoir Sahara, Atlas Saharien et Steppe ou sont releveés
plusieurs types d’élevages (Meguellati-Kanoun et al., 2018). En terme de mode d’¢élevage, il
existe I’¢levage extensif (communément suivi, pratiqué dans des parcours et des vastes superficies
et qui se base sur la végétation naturelle) et 1’¢levage intensif (en limitations et qui se base sur
’utilisation des compléments alimentaires). A la limite de ces deux modes s’ajoute un autre

systéme d’¢levage. C’est le mode semi-intensif (Medjour, 2014).

A TD’échelle nationale la wilaya de Tamanrasset compte ’effectif de troupeaux le plus
important soit de I’ordre de 79 mille tétes en moyenne pour la période allant de 2000 & 2015. Elle
est classée au premier rang, suivie par la wilaya d’Adrar avec une dimension moyenne qui s’est
stabilisée autour de 41 mille tétes pour cette méme décennie. Vient en troisieme rang la wilaya de
Tindouf avec une moyenne de 38 mille tétes. Pour les autres wilayas du territoire Saharien telles
que (Ouargla et ElI Oued) la taille moyenne des effectifs camelins est moindre et oscille

respectivement autour 29 mille et 24 mille tetes (Meguellati-Kanoun et al., 2018 ; DSA, 2019).

La région d’El Oued a connu un fort développement au cours de la période comprise entre

2009 et 2018 (tableau 01).
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Chapitre | Géneralités sur le lait de dromadaire et le lait de chevre

Tableau 01 : Evolution du cheptel camelin dans la Wilaya d’El Oued (DSA, 2019)

Année Nombre de chamelles Cheptel total
2009 15500 27000
2010 19500 30000
2011 20000 31000
2012 21000 34000
2013 22000 37000
2014 23000 38000
2015 24000 40000
2016 25000 42000
2017 27000 45000
2018 34000 55000

1.2 Populations camelines en Algérie

Felliachi. (2003) a rapporté les populations camelines qui ont réparti en deux grands
groupes génetiques : le Chaémbi et le Targui (Méharie) qui comptent toutefois des sous types :
Reguibi, Sahraoui, Chameau de /’Aftouh, I’Adjer, ['Ait Kebbach, Ouled Sidi Echikh et Chameau
de la steppe.

1.2.1 Chaambi

Animal médialigne, solide, a pelage foncé mi-long, également fortement croisé avec du
sang arabe. C’est un animal bien adapté aussi bien a la pierre qu’au sable. Il est rencontré dans les
hauts plateaux au nord du grand erg occidental (Sud Oranais). Son élevage se trouve en déclin

actuellement et est remplacé par le Sahraoui.

1.2.2 Sahraoui
C’est le résultat du croisement de la race Chaambi avec celle de 1’Ouled Sidi Echikh.
Animal médialigne robuste, a pelage fonce, mi-long, c¢’est un excellent méhari de troupe qui vit du

grand erg occidental au centre du Sahara.
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1.2.3 Berberi
Animal de forte fine, avec une arriere main musclée, rencontré surtout entre la zone
Saharienne et tellienne. 1l est trés proche du Chadmbi et de 1’Ouled Sidi Chikh.

1.2.4 Chameau de la steppe
C’est un dromadaire commun, petit, bréviligne. C’est un mauvais porteur. Il est utilisé pour
le nomadisme rapproché. On le rencontre dans les confins sahariens et surtout a la limite de la

steppe et du Sahara. Ce type est en déclin.

1.2.5 Targui (Race des Touareg du Nord)

Les dromadaires targuis sont des animaux habitués aussi bien aux rudes escarpements du
Tassili et du Massif central du Hoggar, qu’aux sables. C’est un animal fin avec des membres trés
musclés. La bosse est petite et rejetée en arriere. La queue est également petite et les plants des
pieds sont fins. C’est un excellent Mehari pour les patrouilles aux frontieres. 1l a une robe claire
ou pie, des poils ras et une peau trés fine. C’est un animal de selle par excellence, souvent recherché
au Sahara comme reproducteur. On le rencontre surtout dans le Hoggar et son pourtour ainsi qu’au

Sahara central.

1.3 Elevage caprin en Algérie

L’élevage caprin en Algérie est une spéculation ancestrale. Le type familial est trés répandu
dans les régions sahariennes ou plusieurs populations locales sont élevées pour leur lait et leur
chair sous un mode traditionnel associé ou non a d’autres especes (Djouza et Chehma, 2018). Le
cheptel caprin est plus concentré, comme dans le reste des pays Méditerranéens dans les zones
difficiles et les régions défavorisées de I’ensemble du territoire : Steppe, région montagneuse et

0asis.

A I’échelle nationale, selon DSA. (2019) la région d’El Oued a connu un développement
dans 1’élevage caprin (tableau 02).
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Tableau 02 : Evolution du cheptel caprin dans la Wilaya d’El Oued (DSA, 2019)

Année Nombre de chevres Cheptel total
2009 289000 430000
2010 292000 470000
2011 306000 484000
2012 320000 496000
2013 342000 526000
2014 346000 532000
2015 348000 540000
2016 349000 542000
2017 288000 498000
2018 287000 496000

1.4 Populations caprines en Algérie

La majorité des populations caprines en Algérie sont soumises seulement & la sélection
naturelle. Le rameau Nord-Africain gros a poils noirs se rapproche du type Kurde et Nubio-syrien,
des métissages avec les races méditerranéennes existent également telles que la Maltaise, la
Murciana, la Damasquine, la Toggenburg et avec 1’Alpine et la Saanen plus récemment. La
population locale est divisée en plusieurs sous-populations: celle dite Sahélienne ou Touareg,
Fulani, Bariolée du Sahel et subdiviseé en deux sous populations; la Arbia et la Makatia. La naine
de Kabylie des montagnes de Kabylie et du Dahra. 1l existe aussi la M zabit (de Tougourt, M’zab)

au sud du pays.

En Algérie, les études de caractérisation des ressources génétiques animales sont récentes
et restent rudimentaires. Pour I’espéce caprine ; la chévre « Arbia » est I'une des populations les
plus importantes en matiére d’effectif mais n’a pas bénéficiée d’études approfondies afin d'orienter

son utilisation et d'améliorer sa production (Djouza et Chehma, 2018).

1.5 Composition du lait de dromadaire et du lait de chevre

La composition du lait de dromadaire s'est avérée moins stable que les autres especes telles

que le lait de vache. Cependant, les variations observées chez le chameau la composition du lait
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pourrait étre attribuée a plusieurs facteurs tels que les procédures de mesures analytiques,

localisations géographiques, les conditions d'alimentation et le prélevement d'échantillons sur

différentes races, en plus d'autres facteurs, y compris le stade de lactation, I'age et le nombre de

vélage (Omar et al., 2010).

Le tableau 03 presente les principales caractéristiques de la composition brute du lait de

dromadaire et du lait de chévre.

Tableau 03 : Principales caractéristiques de la composition brute du lait de dromadaire et du lait

Parameétres

Caséines

Protéines du

lactosérum

Matiéere

grasse

Matiére

minérale

Lait de dromadaire

-Une teneur élevee en
caseines-p
-Une teneur faible en
caseines-k (3,47%)

- un site d’hydrolyse
différent de caséines-k
par la chymosine par
rapport au lait de vache
-0,63 et 0,80% des
protéines totales
-Absence de [3-
lactoglobuline
- L'a-lactalbumine est le
composant principal
- Le diamétre des
globules gras varie entre
1,2-4,2 microns
- Triacylglycerol,
représente 96%
-Beurre blanc a cause de
la déficience en caroténe
- le calcium, le
phosphore, le
magnésium, sodium,
potassium et chlorures
sont les principaux
minéraux
-Une teneur élevee en
oligoéléments
principalement le fer et le
zinc

de chevre

Lait de chévre

-Une teneur faible en
caseines-asl
- Les concentrations de
caseine-asl dans le lait
de chevre dépendent
fortement des
polymorphismes
génétiques
-Présence de -
lactoglobuline
et lactoglobuline

-3,0 et 6,0% de la matiére
séche
-Le gout chévre est di a
la présence de 1’acide
caproique, caprylique et
caprique

Le calcium, le
phosphore, le potassium,
le magnésium et
chlorures sont les
principaux minéraux

Références

(Omar et al., 2010)
(Colin, 2022)

(Omar et al., 2010)

(Brezovecki et al., 2015)
(Getaneh et al., 2016)

(Konuspayva et al.,
2022)

(Beyza, 2015)
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Chapitre 11 Mécanismes de la coagulation du lait

11.1 Processus de la coagulation du lait
La coagulation correspond a un changement d’état physique irréversible dans lequel un lait
au repos, initialement liquide, passe a 1’état semi-solide généralement appelé gel ou plus

specifiquement coagulum (Alais et Linden, 1997 ; Brulé et al., 1997).

La coagulation du lait est étroitement liée a I'organisation structurale de la micelle de
caseine. La micelle est formée de sous-micelles, lesquelles sont formées de caséines asi, asz, et
K. Les sous-micelles sont liées entre elles par le phosphate de calcium. Individuellement, les
caséines a et B sont sensible a la présence de calcium et précipitent, mais elles sont trés peu
sensibles a la chymosine. A I'opposé, la caséine k n'est pas affectée par la présence de calcium,

mais hydrolysée par la chymosine.

L'intérieur de la micelle est hydrophobe. Les minéraux ainsi que la caséine k a la périphérie
des micelles stabilisent la structure micellaire. La charge nette de la micelle, qui est négative et qui
permet aux micelles de se repousser, et aussi impliquée dans la stabilité. De plus, les micelles ont
une grande capacité d'absorption d'eau. Cette eau forme une enveloppe d'hydratation qui les
stabilise. Provoquer la coagulation du lait revient a jouer avec les propriétés physico-chimiques
des micelles de caséines et a modifier I'équilibre entre la phase soluble et la phase colloidale
(Muillemard, 2018).

11.1.1 Coagulation enzymatique du lait

La coagulation enzymatique (induite par la présure) du lait peut étre divisé en deux phases
: (1) hydrolyse de la protéine stabilisatrice des micelles, la k-caseine, (2) agrégation et gélification
des micelles altérées en présure, avec développement d’un gel particulaire. Le mécanisme de la
phase primaire (enzymatique) a été décrit en biologie et en terme moléculaire les effets de divers
facteurs environnementaux sur ceux-ci quantifiés. Agrégation des micelles altérées en présure se
produit lorsque le potentiel z&ta des micelles, en raison principalement a la couche superficielle de
K-Caséine, a été réduite a un niveau critique (Patrick et al., 2017) (figure 01).

9|Page



Chapitre 11 Mécanismes de la coagulation du lait

Figure 01 : Résumé des deux étapes impliquées dans la coagulation enzymatique du lait
(Gregersen and Lucey, 2016)

Au cours de la phase primaire, la k-caséine est clivee par la présure au niveau de la liaison
Phel105 — Met106 (pour former la para-k-caséine et le macropeptide), ce qui entraine une réduction
a la fois de la charge négative nette et de la répulsion stérique, de sorte que les micelles altérées
par la présure deviennent sensibles a I'agrégation et, aprés une phase de latence, un réseau de gel
tridimensionnel appelé « coagulum » se forme. L'étude de la coagulation de la présure a suscité un
intérét considérable en raison de I'importance commerciale de ce procédé en tant que premiere

étape de la fabrication du fromage.

11.1.1.1 Phase primaire (enzymatique)

Dans la phase primaire de la coagulation de la présure, la partie C-terminale hydrophile
(résidus 106 a 169) de la molécule de k-caséine est hydrolysée et diffuse de la micelle dans la
phase sérique (figure 02). Ce macropeptide est appelé caséinomacropeptide ou s'il est fortement
glycosylé, c'est-a-dire qu'il contient des résidus glucidiques, tels que I'acide N-acétylneuramique,
il est appelé glycomacropeptide. Il existe plusieurs niveaux différents de glycosylation de la k-
caséine, et ceux-ci peuvent étre distingués par leur solubilité dans I'acide trichloroacétique.
Apparemment, tous les principaux types de présure hydrolysent la méme liaison Phe105-Met106

(a I'exception du coagulant de Cryphonectria parasitica, qui hydrolyse la liaison Ser104-Phe105).

La séquence peptidique His98-Lys111 est la section importante de la molécule de k-
caseine affectant la capacité de la chymosine a s'hydrolyser la liaison Phe105-Met106. Le site actif
de la chymosine se trouve dans une fente, de sorte que le site de clivage de la k-caséine doit pouvoir

s'insérer dans cette fente. La région entre les résidus Leul03 et 11e108 de la k-caséine est fortement
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hydrophobe, et cette région s'associe probablement avec une région hydrophobe dans la fente de
chymosine. Les résidus charges negativement sur la chymosine interagissent probablement avec
positivement résidus chargés (His98-His102 et 11e108-Lys112) dans la k-caséine (Gregersen and
Lucey, 2016).

Figure 02 : Séquence d'acides aminés de la k-caséine montrant le site de clivage de la chymosine
(Patrick et al., 2017)

11.1.1.2 Phase secondaire

Lorsque le lait coagule dans des conditions normales de pH et de teneur en protéines, la
viscosité n'augmente pas avant la phase enzymatique est complete a au moins 87 % et > 60 % du
temps de la coagulation enzymatique (visuel). Ainsi, il y a un certain chevauchement entre
I'nydrolyse et I'agrégation étapes ; I'étendue du chevauchement dépend des conditions
experimentales telles que le pH, la température et la teneur en protéines. Le haut degré de
I'nydrolyse de la k-caséine nécessaire a l'agrégation peut étre due a la présence d'autres caséines
sur la surface micellaire qui contribuent également a la barriere répulsive qui s'oppose a
I'agrégation. Lorsque la barriére répulsive est suffisamment abaissée par I'élimination des poils de
k-caséine, I'agrégation peut se produire (Gregersen and Lucey, 2016).
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11.1.2 Coagulation acide

La coagulation acide consiste a précipiter les caséines a leur point isoélectrique (pH=4,6)
par acidification biologique a 1’aide de ferments lactiques qui transforment le lactose en acide
lactique ou par acidification chimique (injection de COz2, addition de glucono-lactone ou ajout de
protéines sériques a pH acide. Ce type de gel de par la solubilisation du phosphate de calcium
colloidal au cours de I’acidification présente une bonne perméabilité mais une friabilité élevée ; le
mangue de structuration du réseau (liaisons de faibles énergies de type hydrophobe) a pour
conséquences une élasticité et une plasticité pratiquement nulles et une faible résistance aux

traitements mecaniques (Mcsweeney, 2007).

11.1.3 Coagulation mixte

La coagulation mixte résulte de ’action conjuguée de la présure et de 1’acidification. La
multitude de combinaisons conduisant a différents états d’équilibre spécifiques est a 1’origine de

la grande diversité des fromages a pate molle et a pate pressée non cuite (Jeantet et al., 2007).

11.2 Principaux parametres influencant le temps de la coagulation

11.2.1 Température

La température optimale pour la coagulation de la présure du lait est d'environ 40°C. La
coagulation ne se produit pas a un taux appréciable <18°C en raison de I'effet température au
deuxiéme stade de la coagulation de la presure. Tandis qu'a des températures plus élevees, la
présure est dénaturée thermiquement 55°C a 60°C, selon le type de présure et le pH, empéchant

ainsi le premier stade de la coagulation de la présure.

11.2.2 pH
Le taux de coagulation augmente a mesure que le pH diminue a mesure que la chymosine se
rapproche de son pH optimal. L'effet du pH est donc sur le premier stade de I'action de la présure.

Le lait peut ne pas coaguler si le pH est trop éleve.

11.2.3 Concentration de Ca?*

Un taux élevé de Ca? * dans le lait accélére la coagulation. L'effet de Ca? * est principalement
sur la deuxieme étape de la coagulation de la présure, bien qu'il ait un léger effet (indirect) sur la
premiere étape car l'adjonction de calcium au lait modifie 1’équilibre des sels en provoquant une

précipitation du phosphate de calcium colloidal et la production de H +, qui réduit le pH. Le
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chlorure de calcium (CaClz) est souvent ajouté au lait de fromage pour améliorer ses propriétés de

coagulation (Mcsweeney, 2007).

11.3 Défi de la coagulation du lait de dromadaire en fromage

Iy a eu plusieurs tentatives pour produire du fromage a partir de lait de dromadaire, mais la

plupart de ces essais ont été infructueux et ont donné des résultats contradictoires. Al Haj et Al

Kanhal (2010) ont rapporté les problémes liés a la production du fromage qui comprennent :

Temps de coagulation longue : le lait de dromadaire présente un double a triple temps de
coagulation de la présure plus long par rapport au lait de vache. Cela a été attribué aux
differences dans la taille des particules de caséine qui est principalement lie a la
disponibilité de k-CN. Le coagulum de lait de dromadaire contiendrait un plus grand
nombre de grosses micelles de caséine que le coagulum de lait bovin. Une telle
augmentation du nombre de grandes micelles de caséine est due a la teneur réduite en k-
CN, prolongeant par conséquent le temps de la coagulation ;

Caillé faible : Cela est probablement di & la faible teneur en solides totaux du coagulum,
en particulier la caséine. D'autres raisons pourraient étre dues a la petite taille des globules
gras cameline (2,99 um) par rapport avec celui (3,78 pum) des globules gras bovine, ou peut
étre due a la faible élasticité et a la grande fragilité de la texture du gel de fromage. La
caséine de lait de dromdaire contient un plus grand nombre de grandes micelles (200-500
nm) que le lait de vache (220-300 nm); il en résulte la formation d'un coagulum moins
ferme lors de la transformation du fromage ;

Action de la présure : le coagulum obtenu a partir du lait de dromadaire par I'action de la
présure bovine a montré une fragilité et hétérogénéité de la structure ;

Rendement du fromage : le fromage blanc a pate molle au lait de dromadaire a été
rapporté que les procédés conventionnels donnaient jusqu'a 12 % de rendement, qui est de
50 % inférieur a celui des fromages a pate molle produits a partir du lait de vache. Un
rendement inférieur de 5 % a éte signalé pour le fromage a pate dure produit a partir du lait
de camelin. Le fromage blanc a pate molle fabriqué a partir du lait de dromadaire utilisant
un procédé d'ultrafiltration a rapporté un rendement plus élevé allant jusqu'a 20% en raison

d'une récupération accrue des protéines, des graisses et d'autres matiéres solides du lait.

13|Page



Chapitre 11

Meécanismes de la coagulation du lait

11.4 Types de présure et agents coagulants

Les presures et les coagulants sont plus efficacement classes en fonction de leur source. Le

tableau 04 présente les principaux types de coagulants utilisés aujourd'hui en fromagerie ainsi que

leurs composants enzymatiques actifs.

Dans le groupe des produits d'origine animale, la présure de veau est considerée comme le

produit enzymatique idéal pour la fabrication du fromage en raison de sa teneur élevée en

chymosine, I'enzyme naturelle de coagulation du lait bovin. Dans la caillette et les extraits de ses

tissus, la proportion varie entre les deux enzymes, la chymosine et la pepsine, selon I'age de

I'animal et le type d'aliment (Law et Tamime, 2010).

Tableau 04 : Présure et agents coagulants les plus couramment utilisés et leurs enzymes (Law et

Groupe Source
Animal -Estomacs de bovins
-Estomacs d'ovins
-Estomacs de caprins
Microbien  -Rhizomucor miehei
-Cryphonectria
parasitica
Végétale -Cynara cardunculus
CPF* -Aspergillus niger

-Kluyveromyces

marixianus var.lactis

*Chymosine produit de la fermentation

Tamime, 2010)

Exemples de la présure et
agents coagulants
-Présure de veau, présure de

bovin adulte

Pate de présure

-Présure d'agneau, présure
d'ovin

-Présure de chevreau
caprine, présure caprine
-Coagulant de R.Miehei

Type L, TL, XL et XLG/XP
-Coagulant de C.parasitica

-Cardon

-CHY-MAX™
-CHY-MAX™M

-Maxiren R

composants enzymatiques actifs

-Chymosine bovine A, B et C,
pepsine A et gastricine

Le méme que ci-dessus plus la
lipase

-Chymosine ovine et pepsine

-Chymosine caprine et pepsine

-Protéinase aspartique de R.Miehei
- Protéinase aspartique de
C.parasitica

-Cyprosine 1.2 et 3 et/ou
cardosine A et B

-Chymosine bovine B

-Chymosine cameline

-Chymosine bovine B
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Le fromage est le groupe de produits laitiers le plus diversifié et est sans doute le plus
académiquement intéressant et stimulant. Alors que de nombreux produits laitiers, s'ils sont
correctement fabriqués et stockés, sont biologiquement, biochimiquement et chimiquement trés
stables, les fromages sont, en revanche, biologiquement et biochimiquement actifs et, par
conséquent, subissent des changements de saveur et de texture (Patrick et al., 2017).

111.1 Définition des fromages

C’est une conserve de deux constituants insolubles du lait, la caséine qui en forme
obligatoirement la charpente, et la matiere grasse qui est présente en proportion variable
(Alais et Linden, 1997).

La norme FAO/OMS n°A6 du Codex Alimentarius (1996) définit le fromage par : « Le
fromage est le produit frais ou affiné de consistance solide ou semi-solide dans lequel le rapport

protéine de sérum/caséine ne dépasse pas celui du lait et obtenu :

a/ par coagulation compléte ou partielle des matieres premiéres suivantes : lait, lait écrémé, lait
partiellement écrémé, créme, ou babeurre, seul ou en combinaison, grace a I’action de la présure
ou d’autres agents coagulants appropriés et par 1’égouttage partiel du lactosérum résultant de cette

coagulation et/ou ;

b/ par I’emploi de technique de fabrication entrainant la coagulation du lait et ou de matic¢re
provenant du lait de fagon a obtenir un produit ayant des caractéristiques physiques, chimiques et

organoleptiques similaires a celles du produit défini au paragraphe a ».

111.2 Classification des fromages

La diversité et la complexité des variétés de fromage créent des difficultés en ce qui
concerne la classification et la caractérisation des fromages (figure 03). La plupart des systemes
de classification classiques reposent exclusivement sur I'un des critéres suivants : propriétés de
texture (fermeté), type de lait, méthode de coagulation, température de cuisson, composition du
fromage et agent d'affinage caractéristique. Cependant, peu de modeéles de classification sont basés
sur des approches intégratives qui montrent une image plus précise de la diversité du fromage et
de la différenciation entre les nombreuses variétés. En outre, une évaluation internationale des

systemes de classification par familles indique également deux approches majeures mais
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différentes, qui dans certains cas peuvent étre une source de confusion. L'approche "européenne"
(principalement utilisée en France et en Europe du Sud) utilise les processus technologiques
comme critéres de classification, tandis que le modele de classification « anglo-saxon » repose

principalement sur les propriétés texturales (fermeté) Lenoir et al. (1983).

Figure 03 : Classification des fromages selon Lenoir et al. (1983)

D’autre classification de Fox. (1993) et McSweeney et al. (2004) qui ont proposé un
certain nombre de "superfamilles™ basées sur la méthode de coagulation du lait, dans laquelle tous

les fromages peuvent étre regroupés :
* Fromages coagulés a la présure : la plupart des grandes variétés de fromages internationaux

* Fromages coagulés a I'acide : par exemple, Cottage, Quarg

16|Page



Chapitre 111 Caractéristiques géenérales des fromages

» Chauffage/coagulation acide : par exemple, Ricotta
* Concentration/cristallisation : par exemple, Mysost

En outre, il existe une gamme de fromages modifiés et de produits similaires au fromage,
y compris fromages modifiés enzymatiquement, fromages séchés, succédanés de fromage et
fromage fondu. Laissant de c6té ces produits, Fox (1993) et McSweeney et al. (2004) ont classé
tous les fromages en 13 superfamilles, bien que leur schéma de classification n'ait pas tenu compte

de I'espéce d'animal laitier et donc, aussi, n'est pas complétement satisfaisant (figure 04).

Figure 04 : La diversité des fromages. Les varietés de fromages sont classées en superfamilles
en fonction de la méthode de coagulation et subdivisée en fonction de I'agent d'affinage principal

et/ou de la caractéristique technologique
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111.3 Processus de fabrication des fromages
La production de toutes les variétés de fromage implique un protocole généralement
similaire dont différentes étapes sont modifiées pour donner un produit avec les caractéristiques

désirées. Les principales étapes sont généralement :

1. Sélection, standardisation et, dans la plupart des cas, pasteurisation du lait.

2. L'acidification, généralement via la production in situ d'acide lactique par des bactéries.
3. Coagulation du lait par acidification ou protéolyse limitée.

4. Déshydratation du coagulum pour donner du caillé de fromage, par une gamme de techniques,

dont certains sont spécifiques a la variété.
5. Faconnage du caillé en formes caractéristiques.

6. Pour la plupart des variétés, affinage (maturation) du caillé pendant lequel la caractéristique, la

saveur et la texture du fromage se développent (Patrick et al., 2017).

111.4 Application de la rhéologie dans I’industrie fromager

Il existe de nombreux domaines ou des données rhéologiques sont nécessaires dans

I'industrie fromageére, en citant :

e Détermination de la fonctionnalité d’un ingrédient : Les effets du calcium sur la rhéologie
du fromage a différentes étapes de fabrication ont été évalué a I'aide d'un contrdle du stress
par un rhéometre et il a été rapporté que le calcium avait un effet significatif sur la rhéologie

e Test de la durée de conservation : L'eau est connue pour diminuer la dureté ou la fermeté
de fromage et donc la propriété rhéologique est une indication de la détérioration

e Evaluation de la texture des aliments par corrélation avec les données sensorielles : Selon
les enquétes qui ont été faites sur des fromages jeunes a identifier, il avait une forte
corrélation entre les propriétés sensorielles et rhéologiques utiles pour comprendre la
texture du fromage (Ahmed et al., 2017).
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Chapitre 111 Caractéristiques géenérales des fromages

111.4.1 Test d’écoulement

Dans un test d'écoulement, un échantillon alimentaire fluide est soumis a différentes
valeurs de taux de cisaillement v, et les valeurs correspondantes de contrainte de cisaillement o,
sont mesurées dans une géométrie d'écoulement bien définie : cylindre concentrique, cone-plan et
plan parallele. Dans certains rhéométres, le taux de cisaillement est mesuré pour différentes valeurs
de contrainte de cisaillement. Pour les fluides newtoniens, la viscosité ne depend pas du taux de

cisaillement. Pour les fluides non newtoniens, pour indiquer la dépendance au taux de cisaillement,

La viscosité apparente naest définie par I'équation (McClements, 2007) :

Taux de cisaillement
Na= v/ o

Contrainte de cisaillement

Il est souhaitable de décrire le taux de cisaillement par rapport aux données de contrainte
de cisaillement d'un aliment en utilisant un modéle pour obtenir des informations sur ces données
ou pour des applications pratiques. Plusieurs modeles ont été utilisés dans la littérature alimentaire
(Rao, 1999).

La premicre contribution a 1’étude rhéologique d’un fromage frais produit a base du
mélange du lait de dromadaire et du lait caprin était réalisé par (Aissaoui et al., 2018) (figure 05).
Ils ont rapporté que la viscosité du fromage fabriqué ne montre aucun comportement newtonien
d'un fluide plastique standard de Bingham avec un rendement de plasticité ou de contrainte critique
60 22320 mPa.

Figure 05 : Viscosité apparente d’un fromage frais produit a base du lait de dromadaire et du lait
de chévre
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Chapitre 111 Caractéristiques géenérales des fromages

I11.5 Microstructure des fromages

Il est tres bien reconnu que la structure des aliments affecte grandement leurs diverses
propriétés, notamment la texture, la fonctionnalité et I'apparence. La structure des aliments est le
résultat d'interactions spécifiques qui se produisent entre les différents composants alimentaires.
Dans les produits laitiers, les principaux composants structurels sont les protéines. L'examen visuel

des aliments est limité a une résolution d'environ 0,2mm (McClements, 2007).

La microstructure du fromage, comprenant la matrice de caséine dans laquelle les globules
gras sont piéges, est couramment et le plus souvent examinée par microscopie optique (LM),
microscope confocale a balayage laser (CSLM), microscopie électronique telle que la microscopie
électronique a balayage (SEM) et la microscopie électronique a transmission (TEM). Le principal
avantage des techniques de microscopie électronique est qu'elles permettent une imagerie a
résolution beaucoup plus élevée des composants du fromage, par rapport aux techniques LM et
CSLM (El-bakry et al., 2014).

Au niveau de la littérature, la microstructure de fromage frais au lait dromadaire et coagulé

avec la présure cameline était étudiée par Boudjenah-Haroun. (2012) (figure 06).

Figure 06 : Exemple d’une micrographe d’un fromage frais au lait de dromadaire
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Ce travail a pour objectif de valoriser quelques enzymes protéolytiques d’origine
animale ; présure cameline, présure caprine et pepsine de poulet en comparaison avec 1’gent
coagulant microbien pour formuler et fabriquer des fromages frais et les caractériser sur le plan
physico-chimique, rhéologique, microstructural et sensoriel. L’étude était réalisée avec une
collaboration du laboratoire GENIALL et trois autres laboratoires : Laboratoire de Nutrition et
Technologies Alimentaires (LNTA) de I’université Fréres Mentouri, Constantine 1, Centre de
recherche scientifique et technique en analyses physico-chimiques (CRAPC) a Bousmail et le
laboratoire pédagogique de la faculté des sciences de la nature et de la vie de I’université d’El

Oued. Il a été sous tendu par le matériel et les méthodes ci-apres indiqués.

Cette étude est divisée en quatre volets illustrés en diagramme expérimentale dans la

figure 07 :
> Premier volet : Etude des matiéres premiéres

-Etude physico-chimique, minérale et microbiologique du lait de dromadaire et du lait de

chévre en comparaison avec le lait de vache;

-Extraction et caractérisation des extraits enzymatiques clarifiés en comparaison avec 1’agent

coagulant microbien.

> Deuxiéme volet : Optimisation des parametres de floculation et de coagulation

de pH et de la température

-Optimisation du temps de floculation et du temps de coagulation des extraits enzymatiques

avec le lait de dromadaire, le lait de chévre seule et avec le lait dromadaire-chévre en mélange.

» Troisieme volet : Formulation/fabrication des fromages frais a coagulation

enzymatique et caractérisation des fromages produits

-Caractérisation physico-chimique, rhéologique, microstructurale, sensorielle et analyse du

profil sensoriel.

» Quatriéeme volet: Fabrication des fromages frais a coagulation mixte et

caractérisation des fromages produits

-Caractérisation physico-chimique, microbiologique et analyse du profil sensoriel.
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Figure 07 : Diagramme expérimentale de I’¢tude
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I. Matériel
1.1 Matériel biologique

I.1.1 Lait de dromadaire
Il s’agit des échantillons du lait collecté a partir d’un troupeau de dromadaires (Camelus
dromedarius) de la population Sahraoui. Les troupeaux sont conduit en élevage semi-extensif

dans des parcours naturels de la wilaya d’El Oued, au sud-est algeérien.

Dans cette région, le troupeau camelin est essentiellement constitué de la population

‘Sahraoui’ (90%), trés estimée dans la région du Souf (Titaouine et al., 2015).

1.1.2 Lait de chevre
I1 s’agit des échantillons du lait collecté a partir d’un troupeau de chevres de race Arbia,

de la wilaya d’El Oued. Les chévres sont conduit en élevage semi-extensif.

1.1.3 Lait de vache
Le lait de vache utilisé a titre comparatif est un mélange issu de la traite du matin

récupére directement d’une ferme située toujours dans la wilaya d’El Oued.

Les trois laits sont traits a partir d’animaux en bonne santé. Ils sont recueillis proprement
et acheminés au laboratoire dans une glaciére contenant des blocs réfrigérants. Ces laits sont

ensuite filtrés et congelés a -18°C jusqu'a leur utilisation ultérieure.

1.1.4 Substrat de BERRIDGE

La poudre de lait écrémé nous a été fournie par la Laiterie SoufLait se trouvant dans la
wilaya d’El Oued. Le substrat standard est préparé par la dissolution de 12g de la poudre dans
100ml d’une solution de calcium 0,01M (Berridge, 1955 ; Alais, 1974). Le lait ainsi préparé

est stocké a 4°C pendant 12h afin de permettre 1’établissement de 1’équilibre physico-chimique.

1.1.5 Agent coagulant microbien
Il s’agit d’un agent coagulant microbien de commerce de la moisissure Rhizomucor

miehei (Marzyme R 150MG). Elle posséde une force coagulante de 1/5000.
1.1.6 Caillettes

1.1.6.1 Caillette de dromadaire
L’estomac du dromadaire (figure 08) differe de celui des ruminants ou le troisieme
compartiment, qui n’a pas d’équivalent chez ces derniers, est assez variable. Dans cette poche,

la caillette proprement dite correspond au dernier tiers du troisieme compartiment (Jouany et
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Kayouli, 1989). La caillette qui a servi a cette étude, issue de dromadaire a4gé moins d’un an,

était prélevée au niveau de l'abattoir privé « Royale » d’El Oued.

—

(A) (B)

Figure 08 : Estomac de dromadaire (A) avec image de la caillette cameline ouverte (B)

1.1.6.2 Caillette de chevreau
La caillette était recupérée juste apres abattage et éviscération de I’animale au niveau de

1’abattoir « Royale » d’El Oued, a partir d’un chevreau agé de 3 mois environ (figure 09).

Figure 09 : Photos de I’échantillon de la caillette ouverte de chevreau

1.1.6.3 Proventricule de poulets
Les proventricules de poulets, qui sont agées de moins de 50 jours, sont disponibles

pendant toute 1’année et obtenus au niveau d’une petite tuerie privée d’El Oued. Les

échantillons sont récupérés (figure 10) dans une glaciere et acheminées directement au

laboratoire.

24|Page



Matériel et méthodes

_ Face interne

Figure 10 : Photos de I’échantillon du proventricule ouverte de poulet

1.1.6.4 Bactéries lactiques mésophiles

Le ferment utilisé pour la fabrication des fromages est un ferment mésophile
aromatique, type LD. La culture est productrice d’aréme et de CO2d’origine Lactococcus lactis
subsp. Cremoris, leuconostoc, Lactococcus lactis subsp.lactis Lactococcus lactis subsp. lactis

biovar diacetylactis.
1. Méthodes d’analyse

1.1 Etude de la matiére premiére
Les détails des techniques d’analyse physico-chimique et microbiologique étaient

présentés dans 1’annexe 01.

11.1.1 Caractérisation physico-chimique des laits
Afin d’avoir une idée sur la qualité des laits collectés (lait de dromadaire, lait de chevre

et lait de vache), differents parametres physico-chimiques étaient étudiés.

11.1.1.1 Mesure du pH

La mesure du pH est effectuée a la tempeérature de 25°C. La valeur est lue directement
sur le pH métre apres immersion de son électrode dans le lait a analyser, qui est préalablement
calibré a I’aide de solutions d’étalonnage (AFNOR 1986).

Pour le fromage, 5g du fromage et 30 mL d'eau distillee recemment bouillie et refroidie
a 20° C étaient introduits dans une fiole conique. Le mélange était bien agité puis laissé au repos

pendant 20 min avant mesure directe du pH (Amariglin, 1986).
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11.1.1.2 Acidité titrable

L’acidité est mesurée en titrant 10mL de lait contenant de 2 a 3 gouttes de
phénolphtaléine avec la soude (NaOH 0,1N) jusqu’a apparition de la coloration rose pale qui
persistera pendant 10 secondes (AFNOR 1986).

Pour le fromage, une prise d’essai de 10g de fromage était homogénéisée dans 90mL
d’eau distillée préalablement chauffée a 80°C. Aprés refroidissement a 25°C et filtration de la

suspension, on prend 10mL de la solution pour la titration avec la soude (AFNOR 1986).

11.1.1.3 Densité

La densité était effectuée en introduisant dans une éprouvette suffisamment large et
profonde contenant du lait un thermo-lactodensimetre, puis on procede a une lecture directe a
25°C (Martin et Coulon, 1995).

11.1.1.4 Matiére seche
La matiére séche totale qui est le produit résultant de la dessiccation de la prise d’essai,

elle est obtenue par évaporation de I’eau a I’étuve réglée a 103+2°C pendant 3h (NF VV04-207).

11.1.1.5 Dosage de I’azote total

La méthode de Kjeldahl est la méthode de référence de dosage de 1’azote total pour
le domaine alimentaire. Elle consiste a effectuer une minéralisation complete des molécules
organiques, transformant I'azote présent en ammoniaque qui peut étre dosé par différentes

techniques (Guillou et al., 1976). Elle était réalisée selon la norme 1SO 8968-1.

11.1.16 Dosage de la matiére grasse
C’est la détermination de la teneur en matiére grasse du lait (Méthode de Gerber) et des

fromages (Méthode de Van Gulik) par la méthode acido-butyrométrique.

Cette méthode repose sur la lecture sur un butyromeétre de la quantité de matiere grasse
contenue dans 11mL de lait ou 3g de fromage aprés dissolution des protéines par 1’acide

sulfurique et séparation de la matiére grasse par centrifugation (1SO 2446).

11.1.1.7 Dosage du lactose
Cette méthode repose sur la défécation du lait par I’hexacyanoferrate de zinc. Une
solution tartro-alcaline est réduite a chaud par le filtrat obtenu. Le précipité d’oxyde cuivreux

formé est dosé par le permanganate de potassium (BERTRAND, AFNOR 1986).
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11.1.1.8 Caractérisation minérale des laits

La concentration des différents éléments minéraux dans le lait est déterminée par des
analyses spectroscopiques : sodium (spectrométrie d'émission de flamme) ; potassium
(spectrométrie d'émission optique); magnésium, Cuivre, Zinc, Fer, Plomb (spectrométrie
d'absorption atomique) (ISO 6955 : 1982). La détermination du calcium est faite par dosage
titrimétrie (FIL 36A).

11.1.1.9 Rendement fromager frais

Le rendement fromager est exprimée par la quantité de fromage obtenu a partir d'une
guantité donnée de lait (souvent 100 L ou 100 Kg). Il présente un grand intérét en industrie
fromaggre, puisqu’il juge pour un type de fromage donné, si les conditions de la fabrication

sont menées dans des bonnes conditions (Ramet, 2011).

Il est calculé par la formule suivante :

R = (Quantité du caillé frais 'Kg' / Quantité du lait ‘L") X 100

11.1.1.10 Teneur eau dans le fromage dégraissé (TEFD)
La teneur en eau dans le fromage dégraissé a permis de donner une idée sur la fermeté

du fromage (Codex Alimentarius, 1999). Elle est calculée selon la formule suivante :

TEED = Poids de I’eau dans le fromage X 100

Poids total du fromage - Matiére grasse dans le fromage

11.1.2 Caractérisation microbiologique des laits

Pour la qualité microbiologique du lait, nous avons déterminé la qualité globale
représentée par la recherche et le dénombrement de la flore totale mésophile et la qualité
hygiénigue qui englobe les coliformes thermotolérants ; ainsi que la qualité sanitaire qui portera
sur larecherche du Salmonella, Staphylococcus aureus a coagulase + et Listeria monocytogenes

en s’appuyant sur la norme algérienne recommandée (JORA n° 39 2017).

11.1.2.1 Préparation de la solution mere et ses dilutions
Dans un flacon stérile, on ajoute 10 mL du lait a analyser avec une quantité de diluant
TSE égale 9 x v (mL). La solution mére est laissée au repos pendant 15 & 30 mn pour la

revivification des bactéries. Cette solution représente la dilution de 10 (JORA n° 38 2014).
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A partir de la solution mére (dilution 101), des dilutions plus sont réalisées pour faciliter
le dénombrement. Les dilutions successives sont obtenues en introduisant | mL de la solution

précédente a l'aide d'une pipette pasteur stérile dans un tube a essai contenant 9 mL de TSE.

11.1.2.2 Dénombrement des germes aérobies a 30°C

Le milieu PCA est le plus employé comme gélose de numération (Guiraud, 1998). Pour
ce faire, 1ImL de la dilution, est introduit dans une boite Pétri. Ensuite, la gélose en surfusion
est coulée dans la boite (15mL). Cette derniére est ensuite homogénéisée avec des mouvements
de huit et laissée solidifiée. Par la suite, on incube a 37°C pendant 72 heures (1SO 4833-1).

11.1.2.3 Dénombrement des coliformes thermotolérants a 44°C

1mL de la dilution, est introduit dans une boite Pétri stérile, ensuite, 15mL de la gélose
VRBL est coulé dans la boite avec homogénéisation. Enfin, on incube a 44°C pendant 24 heures
+/- 2 h. Les coliformes présentent des colonies violacées de diamétre égal ou supérieur a 0,5
mm. On procede ensuite a quelques tests confirmatifs en citant (coloration de Gram, test
d’oxydase et le test d’indole) (JORA n°75 2017).

11.1.2.4 Dénombrement d'Escherichia coli

1ml de la dilution, est introduit dans une boite Pétri stérile, ensuite, 15 ml de la gélose
VRBL est coulé dans la boite avec homogénéisation. Enfin, on incube a 44°C pendant 24 heures
+/- 2 h. Les coliformes thermotolérants présentent des colonies violacées de diameétre égal ou
supérieur a 0,5 mm. (JORA n°75 2017).

On procede ensuite a quelques tests confirmatifs en citant (coloration de Gram, test

d’oxydase et le test d’indole).

11.1.2.5 Dénombrement des Staphylococcus aureus a coagulase +

On préleve aseptiquement 1mL de la dilution et on la dépose dans une boite pétrie ; et
on coule le milieu Baird Parker RPF en surfusion. Les boites sont incubées a 37°C pendant 18h
a 24h. Les colonies suspectes sont grises a noir entourée d’un halo opaque de fibrine
(JORA 2015).

11.1.2.6 Recherche de Salmonella

La recherche des Salmonelles s'effectue en trois étapes principales (JORA 2015)
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» Pré-enrichissement non sélectif
On préléve a I’aide d’une micropipette, 25mL du lait a analyser, puis, dans un flacon stérile,

on compléte avec 225mL de TSE. Le mélange est incubé a 37°C pendant 24h.

» Enrichissement sélectif

Deux milieux sont utilisés : milieu Rappaport Vassiliadis (RV) et milieu Sélénite Cystine
(SC), il s'agit de transférer 0,1mL de la solution péenrichie dans un tube contenant 10 mL de
milieu RV et dans un tube contenant 10mL de milieu SC. Les tubes de RV et SC sont

respectivement incubés a 42°C et 37°C pendant 18 a 24 heures.

» |solement sélectif

Deux milieux sont concernés : gelose XLD (Xylose-lysine-Désoxycholate) et la gélose
Hektoen. Une goutte de solution enrichie prélevée a partir de la culture du milieu RV est
ensemencée (étalement par stries). Une autre est ensemencée dans une boite coulée a la gélose
Hektoen. La méme opération est réalisee a partir de la culture du milieu SC. Les boites sont
incubées ensuite a 37°C pendant 18 a 24h. Elles peuvent étre réincubées si nécessaire. Les
colonies suspectes sont rouges avec un précipité noir de sulfure de fer au centre sur XLD et

colonies verte a centre noire sur Hektoen qui deviennent entiérement noires en fin d’incubation.

Les colonies suspectes obtenues ont subi quelques tests confirmatifs : coloration de Gram,
Test d’oxydase et le test ONPG.

11.1.2.7 Recherche de Listeria monocytogenes

Le nombre de Listeria dans le lait est généralement faible, donc leur détection nécessite
un enrichissement préalable des bactéries.
-Deux enrichissements successifs a partir la solution mere, d’abord en bouillon de Fraser-Demi
incubé pendant 24h + 2h a 30°C, puis, en bouillon Fraser incubé pendant 24h + 2h a 37°C ;

-1solement sur un milieu sélectif Oxford pendant 48h vers 72h a 37°C.

Les colonies suspectes sont examinées par la coloration de Gram et le test de catalase
(1SO 11290-1).

11.1.3 Extraction des enzymes coagulantes

11.1.3.1 Présure cameline et caprine

L'extraction était faite selon le protocole utilisé par Wangoh et al. (1993) (figure 11).
Les caillettes de I'abomasum de chevreau ou de chameau étaient d’abord lavées rapidement a

’eau de robinet puis coupées en tranches de 1cm2. Les morceaux étaient macéres par la suite
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dans une solution de 6 % NaCl (1:10 poids/volume) contenant 2 % de l'acide borique sans
interruption plus de 4 jours a 5°C. Le mélange était ensuite filtré et centrifugé a une force
centrifuge 1500 tours/min pendant 15 mn. Le pH du surnageant était alors abaisse de 5,5 a 4,7
avec du HCI (1N) et les extraits sont tenus a 25 °C pendant 24 h pour activer les zymogénes.
Le pH était a nouveau réajusté a 5,5 avec du NaOH (1N). Enfin, le mélange était centrifugé

pour obtenir I'extrait final de la présure cameline ou caprine.

Caillette cameline/caillette caprine

Découpage en tranches de 1cm?

Macération dans NaCl
6%(1:10 P/V) + acide
borique 2% avec agitation
4ja5°C

Camm——

Filtration sur une gaze

<=

Centrifugation (1500 t/min pendant 15 min)

<4

Ajustement du pH de 5,5 a 4,7 avec HCI 1N

<4

Extrait tenu a 25°C (24h pour I’activation des zymogenes)

l

Ajustement du pH & 5,5 avec NaOH 1N

l

Centrifugation (1500 tours/min pendant 15 min)

l

Extrait final de présure cameline ou caprine (conservation a -18°C)

Figure 11 : Diagramme d’extraction de la présure cameline et caprine selon le protocole de

Wangon et al. (1993)
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11.1.3.2 Pepsine de poulets
L’extraction de la pepsine était réalisée en suivant le protocole donné par Bohak (1970)
cité par Adoui (2007), Nouani et al. (2009), Benyahia-Krid et al. (2010) et Siar (2014). Les

principales étapes sont présentées en figure 12.

Les morceaux de proventricules décongelées et lavées, étaient hachés a I’aide d’un
hachoir ménagé a couteaux, ensuite elles étaient versées dans une solution saline de macération.
Aprés 3h de macération sous agitation, le pepsinogéne était activé par acidification a 1’aide
d’une solution d’HCI 3N jusqu’a pH = 2.

Le mélange est maintenu a température ambiante pendant 15 minutes, pour faciliter
I’élimination ultérieure de mucilages en provoquant leur floculation ; ce qui facilitera la
clarification. Ce mélange qui représente 1’extrait brut de pepsine de poulet, était filtré sur une
gaze et le retentat était eliminé. Le filtrat était enfin centrifuge a une force de 3200 tours/min
pendant 30 min a 4°C. Le surnageant obtenu, représentant 1’extrait d’enzyme clarifi¢ était
récupéré, puis ajusté a pH 6,4 par une solution de NaOH 3N et conservé a -18°C jusqu’a

utilisation. Le culot qui représente le mucilage et les débris des tissus était élimine.
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Décongélation des proventricules a 25°C au bain marie
Hachage
300 mL de la solution de macération (3% NaCl,
0,7% NaHCOgs) pour 100g de proventricules

Macération, 3h ; 20-25°C avec agitation

!

Filtration sur gaze

(Pepsinogene, pH 8,2)

PR

Retentat (débris de ti§sus) l<— HCL 3N

Activation a pH = 2 et repos de 15 min a
température ambiante (pepsine)

<+—— Clarification par centrifugation

Mucilage (culot
ge ) (3200 tours/min, 30 min a 4°C)

., A
Pepsine clarifiée pH 2

v
Ajustement de pH a 6,4

Conservation (Congélation)

Figure 12 : Diagramme d’extraction de la pepsine de poulet (Bohak, 1970)

11.1.4 Caractérisation des extraits enzymatiques

11.1.4.1 Activité coagulante
L’activité coagulante, déterminer par le temps de floculation, était réalisée sur un lait de

vache écrémé, et était mesurée selon la méthode de Berridge (1945). La technique consiste a

ajouter au lait chauffé a 30°C, 1mL de I'extrait enzymatique suivie par homogénéisation (3

32|Page



Matériel et méthodes

retournements), ensuite a noter le temps qui s’écoule jusqu’au moment ou des flocons de

caséines visibles se forment sur les parois du tube a essai.

L'unité d'activité coagulante (U.A.C) ou I’unité présure (U.P) est définit par la quantité
d'enzyme contenu dans 1mL de la solution enzymatique qui peut coaguler 10mL de substrat de
BERRIDGE (100mL de lait écrémé contenant de CaClz 0.01M) en 200 sec a 30°C (Alais, 1974
; Ramet, 1997 ; Mahaut et al., 2003).

L’activité coagulante est calculée par la formule suivante :

V : volume du lait (en mL) ;
V' : Volume de I'extrait enzymatique (en mL) ;

T : temps de floculation (en secondes).

11.1.4.2 Temps de coagulation

Le temps de prise est le point ou apparaissent les premieres gouttelettes du lactosérum
sur la surface du gel, le coagulum devient rigide et ne coule plus sur les parois du tube (ALAIS,
1974). Elle est réalisée directement sur le lait cru (10mL) maintenu a 35°C dans un bain marie,
puis additionné 1mL de la solution enzymatique.

Dans la coagulation enzymatique, le temps de prise est entre 25 et 30 min (FAO, 2005).

11.1.4.3 Force coagulante
La force coagulante d'un extrait enzymatique ou d'une enzyme coagulante représente le
volume de lait coagulé par unité de I'extrait enzymatique, en 40 minutes, a 35°C et pH 6,4

(Nouani et al., 2009). Elle est exprimée en Soxhlet selon la formule suivante :

F : force de ’enzyme ;
V : volume du lait ajusté (en mL) ;
v’ : volume de la solution enzymatique (en mL) ;

T : temps de coagulation du lait (en secondes) ;

2400 = 40min x 60sec.
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11.1.4.4 Dosage de I’azote total
L’azote total est mesuré par la méthode de Kjeldahl, comme citée dans la partie laits en
changeant le coefficient de conversion qui est de 6.25 (pour les enzymes).

11.1.4.5 Activité spécifique des enzymes
C’est le nombre d’unités d’activité par unité de masse (U.P/mg de protéine). Elle est une

mesure importante de la pureté de I'enzyme (Foustoukos, 2015).

11.2 Optimisation des conditions de coagulation par la méthodologie des surfaces de
réponse

Dans le but d’optimiser les meilleures conditions de pH et de T° pour la coagulation du
lait de dromadaire et de la chévre par les différentes enzymes et aussi de minimiser le nombre
d’expérimentation, nous avons choisis I’utilisation de la méthode statistique du plan
d’expérience. Cette méthodologie nous permet de fixer les paramétres d’expérimentation en
fonction des limites des variables étudiées (Ghanbari and Moradi, 2014). Les résultats étaient
schématisés par la méthode des surfaces de réponse (MSR). Le MSR permet, grace a des
modeles mathématiques empiriques, de déterminer une relation d’approximation entre les
réponses de sortie (résultats de 1’expérience) et les variables d’entrée (paramétres des variables)

pour optimiser les parameétres du procédé afin d’atteindre des réponses souhaitables.

Pratiguement, notre objectif est d’optimiser les deux parametres (pH et température) de
la floculation et de la coagulation d’un part du lait de dromadaire, du lait de chevre et du lait de
vache (comme référence) et d’autre part, du lait en mélange (lait de dromadaire-chévre) avec
différentes proportions avec la présure cameline, la présure caprine, la pepsine de poulet et

I’agent coagulant microbien (comme référence) (tableau 05).

34|Page



Matériel et méthodes

Tableau 05 : Formulations du mélange lait de dromadaire-lait de chévre de I’optimisation

avec les enzymes coagulantes

’ : ) : Pepsine de poulet Agent coagulant
Présure cameline  Présure caprine : ;
(PP) microbien
(PD) (PCP)
(ACM)
F75LD F75LD F75LD F75LD
(75%LD/25%LC) (75%LD/25%LC) (75%LD/25%LC) (75%LD/25%LC)
F50LD F50LD F50LD F50LD
(50%LD/50%LC) (50%LD/50%LC) (50%LD/50%LC) (50%LD/50%LC)
F25LD F25LD F25LD F25LD
(25%LD/75%LC) (25%LD/75%LC) (25%LD/75%LC) (25%LD/75%LC)

LD : lait de dromadaire, LC : lait de chevre.
La méthodologie des surfaces de réponses passe par trois étapes : la construction du plan

expérimental, la modélisation de la réponse et les représentations graphiques.

11.2.1 Plan d’expérience

Cette technique permet de créer un modéle statistiquement significatif d’un phénomeéne
qui intégre les interactions entre les variables tout en optimisant le nombre d’essais. Le plan
composite central (CCD) de 2 facteurs était utilisé pour étudier les effets du pH (X1) et la
température (X2) sur le temps de floculation et de la coagulation (). Chaque facteur a été étudié
a cing niveaux différents (-a, -1, 0, +1, +a) (tableau 04). Dans un plan central composite a deux
facteurs, on donne aux variables les valeurs codées suivantes :( +1, +1), (+1, - 1), (-1, +1) et (-
1, -1) pour les points factoriels ; (+1,414, 0), (-1,414, 0), (0, +1,414) et (0, -1,414) pour les
points radicaux ; (0,0) pour le point au centre (Ducauze, 2014, cité par Djeghim, 2015). Le
point central était répété 5 fois pour appuyer ce plan d’expériences, ce qui donne un total de
22+22+5=13 essais (tableau 06), -1,414 et +1,414 représente les valeurs codées minimale et

maximale respectivement des facteurs, dans notre cas pH et température.

Dans ce qui suit, nous donnons les facteurs, les codes et les niveaux du plan d’expérience

pour les parametres de pH et de température.
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Tableau 06 : Facteurs, codes et niveaux du plan d’expérience pour les paramétres de T° (de
30a42°C)etde pH (de5a6,7)

Niveaux (codés) pH

Point min (-a) 5

Point (-1) 5,25
Point central (0) 5,85
Point (+1) 6,45
Point max (+a) 6,7

T(°C)

30

31,76

36

40,24

42

Le tableau 07 nous donnons la matrice d’expérience du plan composite orthogonal

centré a deux facteurs pour les 13 essais.

Tableau 07 : Matrice d’expérience du plan composite orthogonal centré a deux

facteurs

Essali A B
1 0 0
2 1,414 0

3 0 1,414

4 0 -1,414
5 -1,414 0
6 0 0
7 0 0
8 -1 -1
9 0 0
10 1 1
11 0 0
12 -1 1
13 1 -1

pH
5,85
6,7
5,85
5,85
5
5,85
5,85
5,25
5,85
6,45
5,85
5,25
6,45

T
36
36
42
30
36
36
36

31,76

36

40,24

36

40,24
31,76

Pour chaque point étudié, un volume de 1mL de la solution enzymatique (pepsine de

poulet, présure cameline et présure caprine) était ajouté a 10mL de lait (lait de dromadaire, lait
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de chévre et lait de vache comme standard) ; et le pH était ajusté avec I’acide lactique. Aprés
trois retournements puis déclenchement du chronometre, le tube a essai était maintenu soit en
mouvement rotatif (pour les tests de la floculation), ou soit sans rotation (pour les tests de la

coagulation) dans un bain marie selon la température d’essai.

11.2.2 Modélisation de la réponse
La modélisation de la réponse était réalisée a 1’aide des techniques de régression qui
permettent de relier les réponses « Y » aux facteurs « Xy » et les facteurs « Xz » selon les

relations suivantes : Y =f (X1, X2).
Ou f est la fonction-réponse

Le comportement des surfaces de réponse des deux formulations a été expliqué par le

modele de second ordre selon 1I’équation suivante :
Y=Dbo+ b1 X1+ b2 X2+ b11 X21 +b22 X?2 +b12 X1 X2

Ce type de modéle permet 1’estimation d’une surface de réponse pour étudier les effets

linéaires, les effets quadratiques et les effets d’interaction :
- 'Y représente la fonction de réponse,

- bo est une constante qui exprime 1’effet moyen général

- b1 et b2 sont les coefficients des effets linéaires

- ba1, et b2z sont les coefficients des effets quadratiques

- b12, est le coefficient des effets interaction

- X1 et Xz représentent les variables codées indépendantes.

11.2.3 Analyse statistique des données et représentations graphiques

L’analyse statistique était effectuée par Excel 2013, les résultats sont exprimés en tant
gue moyenne * écart type. La comparaison entre plusieurs moyennes était effectuée par
I’analyse de la variance (ANOVA) a un facteur. Le logiciel MINITAB 19 était utilisé pour
déterminer les coefficients pour chaque réponse. Le degré de signification des coefficients était
déterminé a I’aide de la valeur de p, le seuil de significativité était fixé a 0,05, le d entre 0,7 et
1 et le RZ entre 50% et 100%.
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Apres I’étape de la modélisation, nous représentons le modele graphique a 1’aide des
courbes des surfaces de réponse et graphiques de contour qui permettent d’observer le
comportement des réponses en fonction des parametres (pH et Température) afin d’optimiser

le temps de floculation et de coagulation.

La représentation graphique de ces équations était effectuée, en utilisant le logiciel
statistique MINITAB 19. Elles permettent d’illustrer les effets linéaires, quadratiques et
interactifs sur chaque variable de sortie. Dans notre étude, nous avons fixé les valeurs cibles de
200s pour la floculation, c’est le temps pour nécessaire pour calculer 1’activité coagulante
(Alais, 1974 ; Mahaut et al., 2003 ; Ramet, 1997) et de 15 min (900s) pour la coagulation; en
fromagerie, on préconise un temps de coagulation de 12 a 15 min.

1.3 Formulation/fabrication des fromages frais a coagulation enzymatique et

caractérisation des fromages produits

Les détails de la fabrication et de la caractérisation des différentes formulations du fromage

frais étaient présentés dans 1’annexe 02.

11.3.1 Formulation/fabrication des fromages frais a coagulation enzymatique

Les formulations des mélanges de lait de dromadaire et de lait de chévre adoptées pour
la fabrication de fromage frais sont en nombre de trois avec utilisation les trois enzymes de
coagulation (pepsine de poulet, présure cameline et présure caprine) et 1’agent coagulant
microbien a titre comparatif. En finalité, douze formules pour la fabrication de fromages ont
fait 1’objet La totalité des fromages fabriqués était produits par douze (12) formulations
(tableau 08).

Tableau 08 : Formulations des fromages frais produits avec les enzymes coagulantes

Agent coagulant

Pepsine de poulet Présure cameline Présure caprine

microbien
FP75 FD75 FC75 FM75
(75%LD/25%LC) (75%LD/25%LC) (75%LD/25%LC) (75%LD/25%LC)
FP50 FD50 FC50
FM50 (50%LD/50%L.C)
(50%LD/50%LC) (50%LD/50%LC) (50%LD/50%LC)
FP25 FD25 FC25
FM25 (25%LD/75%LC)
(25%LD/75%LC) (25%LD/75%LC) (25%LD/75%LC)

LD : lait de dromadaire, LC : lait de chévre.
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Tout d'abord, avant de mélanger le lait, il faut tester la fraicheur du lait en mesurant le pH
du lait de dromadaire et du lait de chevre. Aprées avoir réalisé la formulation souhaitée, le
mélange était filtré. Ensuite, le CaClz (0,01%-0,015%) était ajouté et laisse se stabiliser pendant
environ 30 minutes. Le mélange était chauffé a la température optimale pour la coagulation et
salage a raison de 5g/L et ajustement du pH optimal avec de I'acide lactique. A ces parametres
optimaux, nous ajoutons la présure. Apres coagulation soit environ 45 minutes, le fromage est
égoutté spontanément puis moulé. A la fin, les fromages fabriqués était mis dans des barquettes
alimentaires propres et conserveés au réfrigérateur a une température de 4°C (figure 13).

Mélange du lait de dromadaire et de chévre a différentes formulations

\

Filtration

¥
Ajout de CaClz 4 0.01-0.015 %
N

Stabilisation 30min a température ambiante
Chauffage a la température optimale
Ajustement dt pH optimum
Salage tS a6yl
Ajout de I'exttait enzymatique
Coagulation jusqu'a raffermissement du gel (30 a 45 min)
Egouttage et découpage

\
Moulage
Fromage frais au lait de dromadaire-chévre en mélange
Figure 13 : Diagramme adopté de fabrication du fromage frais a coagulation enzymatique

avec les différents extraits enzymatiques

Pratiguement, Les fromages produits avec des différentes proportions lait de
dromadaire-lait de chévre avec les différentes enzymes coagulantes sont présentés dans les
figures de 14 a 17.
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FD75

FD50

FD25

Figure 14 : Photos des différentes formulations des fromages frais avec la présure cameline

Les formulations des fromages frais coagulées avec la présure caprine sont illustrées

dans la figure 15.

FC75

FC50

FC25

Figure 15 : Photos des différentes formulations des fromages frais avec la présure caprine

Les formulations des fromages frais coagulées avec la pepsine de poulet sont illustrées

dans la figure 16.
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FP75

FP50

" FP25

Figure 16 : Photos des différentes formulations des fromages frais avec la pepsine de poulet

Les formulations des fromages frais coagulées avec 1’agent coagulant microbien sont

illustrées dans la figure 17.

FM75

FM50

FM25

Figure 17 : Photos des différentes formulations des fromages frais avec 1’agent coagulant

microbien

11.3.2 Caractérisation des fromages frais a coagulation enzymatique

11.3.2.1 Analyse rhéologique des fromages frais a coagulation enzymatique (test

d’écoulement)

Le test d'écoulement était mesuré par rhéoviscosimétre (HAAKE MessTechnik Gmbh

Co, Karlsruhe, Allemagne) sur les différentes formulations de fromages (FD75, FD50, et
FD25), (FC75, FC50 et FC25) et (FP75, FP50 et FP25). L’objectif de cette partie est de
déterminer le type du coagulum (produit fini) a base de mélange du lait de dromadaire et du lait

de chévre. Les échantillons de fromages étaient placés sur une geométrie de plaque paralléle,
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le diametre de la plaque était de 50 mm (Haake, PK 5, 0,5 grads), et les écarts entre les plaques
étaient de 4,5mm avec un gradient de cisaillement initial de 0,129 1/s et final de 1000 1/s. Le
cisaillement et la viscosité résultants sont mesurés et les données rhéologiques ont été analysées
avec le logiciel HAAKE Rheo Win version 2.09. La température était maintenue a 20°C par un
bain thermostaté avec un temps de mesure global de 180s. Le nombre de points de mesure était
de 100 ; chaque test était réalisé en triple. Les conditions utilisées étaient les mémes que 1’étude
de Boughellout (2007).

La viscosité apparente était déterminée a l'aide du modele de loi de faible puissance
(Ostwald de Waele) : nap = K.y n—1

ou

nap : viscosité apparente (Pa.s) ;

v : taux de cisaillement (s-1) ;

n : indice de comportement d'écoulement ;

K : indice de consistance (Pa.sn) représente la contrainte nécessaire pour obtenir un taux de

cisaillement de 1s—1.

L'analyse statistique était effectuée (test t de Student, o = 0,05) a l'aide du logiciel
Minitab 19 (Minitab Inc., State College, PA).

11.3.2.2 Microstructure sous microscope électronique a balayage des fromages frais a
coagulation enzymatique

Le but de cette analyse est de visualiser la microstructure des différents gels
enzymatiques a base du mélange de lait de dromadaire et du lait de chevre par observation au
microscope électronique a balayage environnemental (ESEM - FEI QUANTA 250)
fonctionnant sous un détecteur a grande lime (LFD) et a faible vide avec une tension

d'accélération bien déterminée.

Dans un premier temps, un petit morceau de chaque fromage frais, nouvellement
coagulé, était finement coupé (0,5 cm de longueur, 0,5 cm de largeur) et séché a I'air pendant 4
a 5 heures. Puis, séchage en atmosphére saturée en glutaraldéhyde pendant une nuit (12 heures).

Ensuite, chaque morceau de fromage était fixé par une série d'alcool éthylique de 10° a 100°
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pendant 5 minutes en solution. Par la suite, les morceaux de fromage étaient séchés a l'air libre

pendant quelques heures avant de procéder a I'observation (Attia et al., 1991).

11.3.2.3 Dosage des acides aminés des fromages frais a coagulation enzymatique

11.3.2.3.1 Extraction des acides aminés
L’extraction des acides aminés a partir tous les échantillons du fromage produits avec
la présure cameline, la présure caprine, la pepsine de poulet et I’agent coagulant microbien était

faite selon le protocole de Fresno et al. (1997).

11 s’agit de prélever 10g de fromage et I’homogénéiser avec 40mL de HCLO4 (0,6 M)
dans un malaxeur a 20°C pendant 1min. Cette préparation était centrifugée a 2500xg pendant
5min. Par la suite, le surnageant est filtré par papier Wattman n°54. Le pH était ajusté a 6 par
le KOH (1M) et le filtrat était refroidi dans un bain marie froid pendant 30min et filtré par une
papier Wattman n°54. Le nouveau filtrat était concentré par évaporation sous vide a 40min et
dissous par 20mL de NaHCOs3 (0,5 M), pH 8,5. Finalement, la solution obtenue était filtrée par

un filtre de 0,45um et conservee a -24°C.

11.3.2.3.2 Dosage des acides aminés
La quantification et I’identification des acides aminés était faite selon la technique de
I’HPLC (model 1100, marque Agilent). La detection des acides aminés était réalisée a une

longueur d’onde de 250nm.

11.3.2.4 Analyse sensorielle des fromages frais a coagulation enzymatique

L'objectif de I'analyse est de donner une description sensorielle de tous les fromages
frais produits au lait de mélange en plus de I'analyse rhéologique. Il s'agit de donner a un sujet
un échantillon de fromage et les caractéristiques sensorielles étaient évaluées par des
observations visuelles et des dégustations. La caractérisation porte sur lI'aspect et la texture ;
odeur et goQt avec aréme. 1l était réalisé sur 20 dégustateurs « Etudiants ». Les échantillons de
fromage sont découpés en petits carrés et placés dans une boite fermée pendant une heure avant
d'étre testés. Le dégustateur répond aux questions de la grille d'évaluation et évalue les
caracteéristiques sensorielles (Berodier et al., 2003). L'analyse statistique était effectuée (test t
de Student, a = 0,05) a l'aide du logiciel Minitab 19 (Minitab Inc., State College, PA).
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11.4 Fabrication du fromage frais a coagulation mixte (Extraits enzymatiques et bactéries
lactiques mésophiles)

En vue d’améliorer la qualité sensorielle (gout et arome) des fromages frais a
coagulation enzymatique des trois formulations avec la présure cameline, la présure caprine,
pepsine de poulet et I’agent coagulant microbien, on a choisi d’inoculer les mélanges du lait
avec du ferment lactique meésophile. En finalité, quatre (04) formulations étaient choisis et

servent a la fabrication des fromages frais a coagulations mixte (tableau 09).

Tableau 09 : Formulations des fromages frais a coagulation mixte

) ) ’ : Pepsine de poulet Agent coagulant
Présure cameline Présure caprine : ;
microbien
FD508 FC758 FP508 FM258

B : Bactéries lactiques mésophiles

Le diagramme de fabrication était présenté dans la figure 18. Les différents fromages
produits était soumis par la suite aux analyses physico-chimiques (pH, acidité, matiere seche,

protéines, matiere grasse et cendres) et analyse sensorielle.
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Les différents fromages produits a partir des formulations déja sélectionnées, et
coagulées a la fois par des bactéries lactiques mésophiles et des enzymes coagulantes sont
présentés dans la figure 19.

FD508 FC758

FPSOB FM25B

Figure 19 : Photos des différentes formulations des fromages frais a coagulation mixte
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Premier volet : Caractéristiques des matieres premiéres

1.1 Caractéristiques physico-chimiques des laits

Résultats et discussion

Les caracteristiques physicochimiques du lait de dromadaire et du lait de chevre utilisés

dans cette étude sont donnés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Parametres physico-chimiques du lait de dromadaire et lait de chevre

Paramétres Lait de Lait de Lait de vache *
dromadaire* SE (référence)
pH 6.56+0.34 6.76+0.04 7.15+0.05
Acidité dornique 18+1.00 20+3.00 13+0.5
Matiére grasse (g/L) 37.76x£1.54 46.5+£2.5 29+11.00
Lactose (g/L) 31.4+0.2 46.25+0.75 51.6+0.57
Protéines (g/L) 28.6+0.4 39.78+1.48 34+09.00
Densité a 20°C (g/cm?) 1.029+0.001 1.033+0.00 1.028+0.00
Matiéres séches (g/L) 106.18+0.9 143.46+6.00 200+7.5
Cendres (g/L) 7.16+1.66 6.1+1.2 5.15+2.07
Chlorure (g/L) 4.46+0.3 2.67+0.7 1.9+0.3
Calcium (%o) 0.09+0.00 0.12+0.02 0.7£0.01
Sodium (mg/L) 678+0.8 298+1.6 185+1.00
Potassium (mg /L) 2.29.10%+0.2 1.45.10%+0.2 0.7.10°+0.5
Magnesium (mg/L) 1.5+0.09 1.51+0.15 1.1+0.02
Cuivre (mg/L) 0.48+0.04 0.23+0.01 0.4+0.01
Zinc (mg/L) 4.39+1.00 3.65+0.9 3.00+0.00
Fer (mg/L) 2.32+0.7 2.16+0.2 19+0.8
Plomb (mg/L) <0.01 <0.01 <0.01

*moyenne de trois essais, (Moyenne + écart-type)

1.1.1 Caractéristiques physico-chimiques du lait de dromadaire

Les résultats représentés dans le tableau 10 montrent que la valeur du pH du lait de
dromadaire est de 6.56+0.34, alors que celle du lait de vache est de 7.15+0.05. Le pH du lait de
dromadaire est similaire a celui donnée par plusieurs auteurs (Kamoun, 1996 ; Kappeler et
al., 1998 ; Young et al., 2017). Dans le lait de dromadaire frais, le pH varie de 6.55 a 6.7
(Konuspayeva et al., 2009) et est lIégérement inférieur a celui du lait de vache (Al haj et Al
Kanhal, 2010). La variation de la valeur du pH pourrait &tre due a des différences d'hygiéne

des pratiques de traite et a la numération microbienne totale du lait et elle peut étre affectée par
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I'alimentation et la disponibilité de I'eau (Hadef et al., 2018). L'acidité du lait de dromadaire
est plus élevée que celle du lait de vache ce qui concorde avec les conclusions de Hadef et al.
(2018).

La densité est de 1.028+0.00 pour le lait de vache et de 1.029+0.001 pour le lait de
dromadaire. Cette densité est en accord avec Pak et al. (2019). Selon Young et al. (2017) la
densité du lait de dromadaire est proche de celle du lait de vache (respectivement 1.029 et
1.032). Elle dépend de la teneur en matiere seche, de la teneur en graisse, de la température et

du régime alimentaire de I'animal (Debouz et al., 2014).

En ce qui concerne la teneur en matiere grasse du lait de dromadaire, nos résultats sont
similaires a ceux donnés par Alloui-Lombarkia et al. (2007) (37.44+5.40g/L). Comme l'ont
montré Shuiep et al. (2018), la teneur en matiéres grasses du lait de dromadaire est affectée par
les conditions de gestion et les saisons. De plus, Konuspayeva et al. (2009) ont observé qu'il
existe une grande variation de la teneur en matieres grasses du lait de dromadaire a travers le
monde. lls ont également montré que les chameaux vivant en Afrique de I'Est ont une
composition de lait qui contient plus de matiéres grasses que ceux des chameaux vivant en
Afrique et en Asie occidentale. De plus, Abdalla et al. (2015) ont rapporté que le faible
pourcentage de matiéres grasses chez les chameaux de lait reflete un manque d’alimentation

dans des conditions désertiques.

La teneur en lactose est significativement plus faible dans le lait de dromadaire que dans
le lait de vache. Ce résultat est en accord avec Alloui-Lombarkia et al. (2007) (34.20+9.04g/L)
et inférieure a celui donné par Young et al. (2017) (45.6¢/L). Selon Brezovecki et al (2015),
la quantité de lactose dans le lait de dromadaire varie de 29.1g/L a 41.2g/L, ce qui est inférieur
a 51.6x£0.57¢g/L du lait de vache. De grandes différences de teneur en lactose peuvent étre
conditionnees par I’alimentation animale qui dépend du type de plantes avec lesquelles les

animaux sont nourris (Alloui-Lombarkia et al., 2007).

La teneur en protéines du lait de dromadaire est inférieure a celle du lait de vache. Notre
résultat concorde avec celui de Debouz et al. (2014) (28.1+0.12g/L). Cependant, il est
relativement inférieur a celui rapporté par Attia et al. (2000) et Konuspayeva et al. (2009) de
35 a 45g/L. La concentration en protéines du lait varie selon la saison, le stade de lactation et
le nombre de vélages.

La teneur moyenne en matiére seche du lait de vache est de 200+7.5¢g/L alors que celle

du lait de dromadaire est de 106.18+0.9g/L, cette valeur est presque similaire a celle donnée
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par Ismaili et al. (2019) qui est de 104.2 g/L. La teneur en matiere seche du lait varie selon le
stade de lactation. Ainsi, il diminue durant le mois suivant le vélage, puis augmente suite & une

augmentation du taux de graisse et d'azote (Debouz et al., 2014 ; Ismaili et al., 2019).

Selon Pak et al. (2019), tous les composants du lait de dromadaire ont diminué de
décembre a février et ont eu tendance & augmenter de juin a ao(t. Aussi, l'approvisionnement
alimentaire joue un réle important et peut expliquer la richesse particuliere du lait de

dromadaire.

De ces resultats, il ressort que la teneur en minéraux du lait de dromadaire est de
7.16+1.660/L. Cette valeur est supérieure a celle du lait de vache qui est de 5.15+2.07g/L. La
valeur du lait de dromadaire en cendres est en accord avec Brezovecki et al. (2015) qui ont
rapporté des valeurs de 6g/L a 9g/L. En effet, la teneur en cendres du lait de dromadaire est
sujette a la race, a la nutrition et a la consommation d'eau. Cette richesse en sel est en raison
des plantes consommeés par les chameaux, tels que I'AtriPlex et I'Acacia (Brezovecki et al.,
2015).

Récemment, la méta-analyse de Konuspayeva et al. (2022) a déduit que la teneur en
minéraux du lait de dromadaire varie d’une maniére importante selon la région, la population
du dromadaire et la procédure analytique utilisée. La teneur moyenne rapportée en minéraux
est de 0.58-2.48 g/L. A titre comparatif, cette teneur est trés faible de notre résultat, ce qui

explique que le lait de dromadaire de la région d’El Oued est assez riche en minéraux.

Par rapport a la composition du lait de dromadaire en minéraux majeurs, 1’analyse des
données de Konuspayeva et al. (2022) a révélé des différences en comparaison avec le lait de

vache :

-Chlorure : le comportement alimentaire du dromadaire dans le désert, a la recherche des
plantes halophyte est la principale explication des concentrations plus élevées de chlorure par

rapport au lait de vache ;

-Calcium : le lait de dromadaire est considéré comme une source importante de calcium mais

la teneur en ce minéral n'est pas exceptionnelle par rapport a une autre origine laitiére ;

-Sodium : le lait de dromadaire contient plus de sodium, environs deux fois plus grand que le

lait de vache ;
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-Potassium : le lait de dromadaire contient significativement plus de potassium que le lait de

vache ;
-Magnésium : le lait de vache contient plus de magnésium que le lait de dromadaire.

En termes de minéraux en traces, le lait de dromadaire semble riche en zinc et pauvre
en fer comparativement au lait de vache. Cependant, cette conclusion dépend du contexte
environnemental et des comparaisons interspécifiques sont souvent a partir d'échantillons de

lait provenant de différentes régions Konuspayeva et al. (2022).

1.1.2 Caractéristiques physico-chimiques du lait de chevre

Selon le tableau 10, la valeur moyenne du pH du lait de chévre est de 6.76+0.04, cette
valeur est inférieure au pH du lait de vache et est en accord avec les données de Remeuf et al.
(1993 ; 2000), qui affirment que le pH du lait de chevre est généralement compris entre 6.45 et
6.9 avec une moyenne globale de 6.7. Selon Boumendjel et al. (2017), la variation du pH du
lait peut résulter de I’infection de la mamelle, mais aussi de facteurs génétiques qui ont une

grande influence sur les variations du pH du lait de chévre.

L'acidité dornique du lait de chevre est de 20+3.00, qui est supérieure a celle du lait de
vache. Jouza et Chehma (2018) ont donné une teneur de 18.2+3.3°D du lait de chévre de la
méme race Arbia. Selon la FAO (1990), I’acidité du lait de chévre doit étre entre 14-18°D.
Notre résultat ne s'inscrit pas dans cette fourchette et dépasse la limite d'acceptation. Cette
résultat peut étre justifié par I’effet de chaleur de la région d’El Oued (Sud-algérien).
L'augmentation de l'acidité est un indicateur de la qualité de conservation du lait et ne peut
résulter que d'un développement conséquent de la flore lactique influencé par le jeu combiné
de I’augmentation de la température ainsi que de la durée de conservation du lait (Cassinelloc
et Pereira, 2001).

La densité du lait de chévre est de 1.033+0.00 qui est Iégerement inférieure a celle
déterminée pour le lait de vache. Cette valeur est conforme a la norme de densité dans la
fourchette 1.028 a4 1.033 (Boubezarim, 2010) et avec la norme du FAO (1990) du lait de chevre
qui oscille entre 1.027 et 1.035.

Le lait de chévre contient une teneur de matiére grasse plus élevée que le lait de vache
qui sont respectivement de 46.5+2.5g/L et 29+11.00g/L. Zantar et al. (2016) ont montré que
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le taux en matiére grasse du lait de chévre augmente significativement avec I'avancement de la

lactation.

Le résultat du dosage des protéines montre que la teneur en protéines du lait de chévre
est supérieure par rapport au lait de vache qui est respectivement 39.78+1.48g/L et
34+09.00¢/L. Par contre, Sylvain (2004) et Rai et al. (2022) ont rapporté que la teneur en
protéines du lait de chévre et du lait de vache est comparable. Cette variation en protéines est
trés influencée par la différence génétique de races, d'especes, de rations, d'influences de stade

de lactation, mammite et climat.

La teneur en lactose est faible pour le lait de chevre comparativement avec le lait de
vache qui est respectivement 46.25+0.75g/L et 51.6+0.57g/L. Ce résultat est en accord avec
Sylvain (2004) et Tilahun et al. (2014).

D'apres les résultats, Il apparait que la teneur en minéraux du lait de chevre (6.1+1.2g/L)
est supérieure par rapport au lait de vache (5.15+2.07g/L). Ces résultats sont en accord avec
Rai et al. (2022). De plus, Mahmood et Usman (2010) ont rapporté que la teneur moyenne en
minéraux est de 5.6g/L a 9.g/L, alors que Syd Jaafar et al. (2018) ont donnée des valeurs
moyennes entre 6.7g/L jusqu'a 8.6g/L. Selon Rai et al. (2022), cette variation dépend de
différents facteurs comme la race, I'dge de la chévre, période de lactation, alimentation et santé
de la chévre. Saikia et al. (2022) ont rapporté des teneurs en chlorure, calcium, sodium,
potassium et magnésium du lait de chévre qui sont respectivement de 0.15¢/L, 134mg/L,
41mg/L, 181mg/L et de 16mg/L. A titre comparatif, le lait de chévre de la région d’El Oued

semble encore riche en minéraux.

1.2 Caractéristiques microbiologiques des laits

Les résultats microbiologiques du lait de dromadaire et du lait de chévre sont représentés

dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Qualité microbiologique du lait de dromadaire et lait de chévre

Flores recherchées Lait de Lait de Limite Référence
dromadaire chévre m M
Germes aérobies a 7.10° 4.10° 3.10°  3.10°
30°C (UFC/1iml)
Coliformes 04 10 510> 5.10°
thermotolérants
(UFC/1ml) JORA 2017
Staphylococcus 10 90 102 10° N°39
aureus (UFC/1ml)
Salmonella sp dans Absence Absence Absence/25ml
25 ml
Listeria Absence Absence 100
monocytogenes
dans 25 ml

JORA : Journal Officiel de la République Algérienne.
Il convient de mentionner qu'il n'y a pas de normes microbiologiques spécifiques au lait
de dromadaire et caprin. Les valeurs du lait de vache étaient utilisées pour évaluer la qualité du

lait de dromadaire et du lait de chévre.

D'aprés les résultats microbiologiques de la matiere premiere utilisée, le lait de
dromadaire présente une charge acceptable qui est inférieure a la limite maximale. Alors celle
du lait de chevre contient une charge microbienne de germes aérobies mésophiles inférieure a

la limite minimale. Ismaili et al. (2019) rapportent une moyenne de 5,6.10%a 1,8.10° UFC/ml.

Le nombre des coliformes thermotolérants dans le lait de dromadaire et le lait de chévre
est conforme a la norme recommandée. L'existence de bactéries coliformes dans le lait peut
indiquer une contamination fécale directe du lait ou méme les mauvaises pratiques sanitaires

pendant la traite et les processus de manipulation ultérieurs (El-Ziney et Al-Turki, 2007).

Les résultats microbiologiques montrent aussi une faible charge de Staphylococcus

aureus dans le lait de dromadaire et le lait de chévre, inférieure a 102 UFC/m.

Les échantillons de lait sont dépourvus de Salmonella sp et Listeria monocytogenes,
ceci est expliqué par la bonne pratique de la traite et I’absence de contamination. D'apres Rhea
(2009), la contamination par Salmonella et Listeria monocytogenes est originaire des différents
matériaux, y compris la terre, la litiére, les feces et les résidus d'ensilages et d'autres aliments.
L'élevage efficace avec le nettoyage et la désinfection des mamelles avant la traite sont

importants pour minimiser cette contamination.
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1.3 Caractéristiques des extraits enzymatiques
Les résultats des principales caractéristiques de la présure cameline, la présure caprine
et la pepsine de poulet sont présentés dans le tableau 12.

Tableau 12 : Principales caractéristiques des extraits enzymatiques

PD 15.4+0.00 111.12+1.23 7.21+0.03 1/4166.67
PCP 8.8+0.00 1.52+0.01 0.172+0.00 1/2531.64
PP 20+0.00 1.98+0.02 0.1+0.01 1/6153.85

PD : présure cameline, PCP : présure caprine, PP : pepsine de poulet

Aussi, la performance des différents extraits enzymatiques testés a la coagulation du lait
de dromadaire, du lait de chévre et du lait de vache, est établie dans le tableau 13.

Tableau 13 : Performance des extraits enzymatiques a la coagulation

PD 181+1.00 98.13+0.87 61.27+0.73
PCP 294.97+5.33 59.87+0.73 59.93+1.27
PP 119.4+0.6 105+2.4 88.2+4.2

PD : présure cameline, PCP : présure caprine, PP : pepsine de poulet

1.3.1 Caractéristiques de la présure cameline

L'extrait enzymatique de la présure cameline obtenu selon le protocole décrit par
Wangoh et al (1993) a une texture liquide et une couleur marron clair. Il se caractérise par une
teneur en protéines de 15.4+0.00 mg/mL (tableau 10). Cette valeur est supérieure a celle trouvée
par Boudjenah-Haroun (2012) qui est de 1.54 mg/mL. L'activité coagulante de la présure
cameline est de 111.12+1.23 UP.mL. Ce résultat est supérieur aux valeurs de Siboukeur et
al. (2005) (0.155 UP.mL1), Mahboub (2009) (0.081+0.003 UP.mL!) et Boudjenah-Haroun
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(2012) (0.360+0.02 UP.mL™). L'activité spécifique et la force coagulante sont respectivement
de 7.21+0.03 UP.mg* et 1/4166,67 US.

Selon Siboukeur et al. (2005) et Boudjenah-Haroun et al. (2011), l'activité coagulante
des extraits enzymatiques de dromadaire est influencée par I'age des animaux. Cependant, le
régime alimentaire de I'animal a une influence sur le contenu enzymatique de la caillette du
dromadaire comme mentionné par Boudjenah-Haroun et al. (2013). D’autre part, Mahboub
et al. (2012) ont étudié l'influence de la température de stockage sur l'activité coagulante des
extraits enzymatiques de dromadaire et montrent que la congélation a -20°C et la réfrigération
a +4°C sont recommandées dans la production fromagére. Concernant le temps de coagulation
(tableau 11), il apparait que la présure cameline réagit mieux avec le lait de vache (61.27+0.73s)

qu'avec le lait de chevre et le lait de dromadaire (98.13+0.87s, 181+1.00 respectivement).

1.3.2 Caractéristiques de la présure caprine

L'extrait liquide de la présure caprine préparé est de couleur marron clair, avec une
teneur en protéines de 8.8+0.00 mg/mL. Cette valeur est supérieure a celle rapportée par
Boumediene (2013) (1.53 mg/mL). Il se caractérise par une activité coagulante de 1.52+0.01
UP.mL™ et une force coagulante de 1/2531.64 US. La présure caprine coagule le lait de vache
et le lait de chevre en un temps Plus court (59.93+ 1.27s, 59.87+0.73s respectivement) que celui

trouvé pour le lait de dromadaire (294.97+5.33s).

1.3.3 Caractéristiques de la pepsine de poulet

La pepsine de poulet, extraite selon le protocole de Bohak (1970), est un liquide
jaunatre. La teneur en protéines est de 20+0.00 mg/mL ; ce qui est en accord avec Siar (2014)
(20.10£0.73 mg/mL) ; il est supérieur a ceux rapportés par Adoui (2007) et Aissaoui-Zitoun
etal. (2017) (8.77£0.41 mg/mL, 3.20£0.60 mg/mL respectivement) et inférieur a celui rapporté
par Benyahia-Krid (2013) (35.4£0.40 mg/ml). L'activitt coagulante est de
1.98+0.02 UP.mL; elle est plus faible que celle mentionnée par Aissaoui-Zitoun et al. (2017)
qui est de 10.2+1.10 UP.mL™. La pepsine de poulet a un pouvoir coagulant de 1/6153.85 US.
Il réagit mieux avec le lait de vache (88.2+4.2s) qu'avec le lait de chévre ou camelin dont les
valeurs sont respectivement de 105+2.4s et de 119.4+0.6s.
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Deuxiéme volet : Optimisation des parameétres de la floculation et de la coagulation par la
methodologie des surfaces de réponse

La méthodologie des surfaces de réponse est utilisée pour étudier I’influence des
variations de pH et de température sur la coagulation du lait de chamelle et du lait de chévre.
Pour cela, nous avons opté a la mesure du temps de floculation et du temps de coagulation selon
les différentes combinaisons du couple [pH, T°]. Cette méthodologie nous a permis de
déterminer une relation d’approximation entre les variables d’entrée (pH et T°) et la réponse de

sortie (temps de floculation et temps de coagulation) des 13 tests.

I1.1 Optimisation des parameétres de la floculation
Cette partie est consacrée a 1’étude de I’optimisation du pH et de la température de la
floculation en utilisant la présure cameline, la présure caprine, la pepsine de poulet et ’agent
coagulant microbien (référence) pour :
- Chaque type de lait seul (lait de dromadaire, lait de chévre et lait de vache) ;

- Les mélanges de laits (dromadaire et chévre) avec des différentes proportions.

11.1.1 Optimisation des parameétres de la floculation des laits seuls
L’optimisation de la floculation des laits seuls est présentée par ordre avec le lait de

dromadaire, le lait de chévre et le lait de vache.
11.1.1.1 Optimisation des parametres de la floculation du lait de dromadaire

11.1.1.1.1 Temps de réponse de la floculation du lait de dromadaire
Le tableau 14 affiche le temps de floculation du lait de dromadaire avec les differentes
enzymes coagulantes a savoir la présure cameline, la présure caprine, la pepsine de poulet et

’agent coagulant microbien.

Selon les résultats donnés en tableau 14, nous avons constaté que le temps de floculation
du lait de dromadaire change en fonction du type d’enzyme utilisé et du couple de pH et de
température du lait. A ce couple [pH : 5; T : 36°C], le temps de floculation était minime avec
la présure cameline (3.6+0.00s), la présure caprine (5.4+0.00s), la pepsine de poulet (7+0.04s)
et ’agent coagulant microbien (6.6+0.04s). Cependant, les temps de floculation maximaux avec
la présure cameline ou la pepsine de poulet étaient de 76+0.02s et 73+0.04s, obtenus au méme

pH de 6.7 et a la méme température du lait soit a 36°C.
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Tableau 14 : Temps de floculation du lait de dromadaire avec la présure cameline, la présure

caprine, la pepsine de poulet et 1’agent coagulant microbien

Valeurs non codées Lait de dromadaire
PD PCP PP ACM
Essai pH T° Temps de floculation (s)

01 585 36 38+0.04 26.4+0.00 25+0.02 12.6+0.01
02 6.7 36 76+0.02 58+0.04 73+0.04 14.9+0.01
03 585 42 38+0.00 42+0.04 12+0.00 11.3+0.02
04 585 30 26+0.04 29+0.04 32+0.04 20.1+0.03
05 5 36 3.6+0.00 5.4+0.00 7+0.04 6.6+£0.04
06 5.85 36 13+0.04 48+0.00 39+0.03 17.7£0.01
07 585 36 9+0.04 46+0.02 37+0.04 14.5£0.03
08 525 31.76 33+0.04 7+0.02 16+0.04 9.3+0.03
09 585 36 12+0.00 16+0.04 31+0.00 11.2+0.00
10 6.45 40.24 58+0.04 114+0.00 45+0.00 12.1+0.01
11  5.85 36 37+0.02 43+0.04 34+0.04 12.9+0.04
12 525 40.24 6+0.01 4+0.02 10£0.02 14.3+0.01
13 6.45 3176 57+0.01 27+0.04 20+0.03 22.6+0.00

T° : température, PD : présure cameline, PCP : présure caprine, PP : pepsine de poulet, ACM : agent coagulant
microbien

Par contre, nous avons noté une différence assez importante en utilisant la présure
caprine et I’agent coagulant microbien. Le temps de floculation maximal du lait de dromadaire
a marqué 114+0.00s a pH 6.45 et 40.24°C avec la présure caprine et 22.6+0.00s et a pH 6.45 et

31.76°C avec I’agent coagulant microbien.

Comme préconisé par Ramet (1997) pour la coagulation du lait de vache, il faut choisir
I'extrait d'enzyme qui donne un temps de floculation de 200s. Ceci est Vérifié par les résultats
obtenus lors de cette étude ou le temps de floculation n'a pas dépassé 200s pour toutes les

enzymes protéolytiques testées.

11.1.1.1.2 Modélisation statistique du temps de floculation du lait de dromadaire
Le tableau 15 affiche les équations de régression et la désirabilité (d) de chaque enzyme

avec le lait de dromadaire ainsi que leur régression (R?).
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Tableau 15 : Régression et équation des réponses de la floculation du lait de dromadaire avec

les différentes enzymes coagulantes

PD 81.07%  Y=1723-375pH 0.99
PCP 83.03%  Y=1512-244pH+8.84pHXT 1

PP 76.16%  Y=99-126pH 1
ACM 7853%  Y=-343+97.5pH+3.81T-1.534 pHXT 1

PD : présure cameline, PCP : présure caprine, PP : pepsine de poulet, ACM : agent coagulant microbien, R2:
régression, d : désirabilité.

Les résultats ont clairement montré I’aptitude du lait de dromadaire a la floculation avec
les différentes enzymes coagulantes. Nous remarquons que le lait de dromadaire a mieux réagit
avec la présure caprine (R2 = 83.03%) et la présure cameline (R2 = 81.07%) comparativement
avec la pepsine de poulet et ’agent coagulant microbien. Nous pouvons ainsi conclure que la
présure cameline et la présure caprine possédent un pouvoir floculant assez important sur le lait

de dromadaire que celui de la pepsine de poulet et I’agent coagulant microbien.

Le tableau 16 résume les coefficients de régression et les valeurs de p correspondants

du lait de dromadaire avec les différentes enzymes coagulantes.

Tableau 16 : Coefficients de régression et les valeurs de p de la floculation du lait de

dromadaire avec les différentes enzymes coagulantes

Coefficient de PD PCP PP ACM
régression
bo 0.08 0.013 0.038 0.027
b1 0.002 0.003 0.004 0.027
b2 0.812 0.056 0.781 0.044
b1 0.089 0.873 0.764 0.283
D22 0.277 0.884 0.119 0.272
P12 0.313 0.025 0.215 0.017

PD : présure cameline, PCP : présure caprine, PP : pepsine de poulet, ACM : agent coagulant microbien
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Les résultats montrent que la floculation du lait de dromadaire est sensible a la variation
de pH (effet linéaire) (p<0.05) avec la présure cameline et la pepsine de poulet. Par contre, la
floculation avec la présure caprine et ’agent coagulant microbien est influencée par le pH et
par I’effet combiné entre le pH et la température (effet linéaire et effet interactif) (p<0.05). En
effet, I’effet linéaire de la température est observé seulement avec 1’agent coagulant microbien
(p<0.05).

11.1.1.1.3 Graphiques de surface de reponse de la floculation du lait de dromadaire
Les graphiques de surface de réponse de la floculation du lait de dromadaire avec les

différentes enzymes coagulantes sont illustrés dans la figure 20.

(A) (B)

(C) (D)

Figure 20 : Graphiques de surface de réponse de la floculation du lait de dromadaire avec PD
(A), PCP (B), PP (C) et ACM (D)

Selon la figure 20 et sur la base de I'analyse de la surface de plot et de la relation entre
la réponse et les variables (figure 20 et tableau 14), un temps de floculation du lait de
dromadaire est optimal en supposant ces paires de pH et de température pour les différentes

enzymes :
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e [X1=5, X2=40.06°C] pour la présure cameline,

e [X1=5, X2=42°C] pour la présure caprine,

e [X1=5, X2=42°C] pour la pepsine de poulet

o [X1=5, X2=30°C] pour I’agent coagulant microbien.

D’aprés ces résultats d’optimisation, nous remarquons que le lait de dromadaire
s’appréte micux a la floculation lorsque son pH est acide quel que soit le type d’enzyme utilisé
(pH 5) d’un coté, et d’autre coté, parmi ces enzymes qui sont d’origine animale, un léger

chauffage a une température entre 40°C et 42°C.

Dans la littérature, I’étude de 1’optimisation du pH de la floculation du lait de dromadaire
avec différents extraits enzymatique bruts de la caillette cameline des dromadaires agés, était
rapporté par Boudjenah-Haroun. (2012), qui a rapporté un pH optimum de floculation de 5.8.
Cette valeur est Iégerement supérieure a nos résultats. A notre avis, cette variation est peut-étre

dd a la différence de :

e L’age du dromadaire : ce qui conduit a la différence de la composition enzymatique de
I’extrait (extrait a dominance pepsine ou & dominance chymosine),
e La nature de ’extrait : brut ou clarifié,

e La méthode de I’optimisation recommandée.
11.1.1.2 Optimisation des parameétres de la floculation du lait de chévre

111.1.1.2.1 Temps de réponse de la floculation du lait de chévre
Le tableau 17 affiche le temps de floculation du lait de chevre avec la présure cameline,

la présure caprine, la pepsine de poulet et I’agent coagulant microbien.

D’apres les résultats enregistrés, le temps de floculation du lait de cheévre était minime
avec la présure cameline, la présure caprine et la pepsine de poulet, au niveau les couples de
pH et T° [5; 36°C] et [5.25 ; 40.24°C] et maximal a [6.7 ; 36]. Tandis que, I’agent coagulant
microbien a réagi différemment et donné un temps minimal de floculation au niveau du couple
[6.45 ; 40.24°C].
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Tableau 17 : Temps de floculation du lait de chévre avec la présure cameline, la présure

caprine, la pepsine de poulet et I’agent coagulant microbien

Lait de chévre
Valeurs non codées

PD PCP PP ACM
Essai  pH T Temps (s)

01 5.85 36 9+0.00 28.8+0.01 2.4%0.00 13.71+0.00
02 6.7 36 350+0.02 630%0.02 67+0.02 16.16+0.01
03 5.85 42 51+0.04 11+0.04 12+0.00 9.58+0.00
04 5.85 30 22+0.04 13+£0.04 7+0.04 10.93%£0.02
05 5 36 2+0.04 2+0.04 25+0.03 11.04+0.03
06 5.85 36 22%0.02 12+0.03 12+0.00 14+0.02
07 5.85 36 15+0.00 52%0.02 19+0.02 13.37£0.04
08 525 31.76 3.6x0.01 4.8+0.02 11+0.04 10.39£0.04
09 5.85 36 18+0.00 63+0.00 31+0.02 13.52+0.03
10 6.45 40.24 90+0.03 200+0.01 10+0.04 9.45+0.01
11 5.85 36 38+0.04 52+0.02 1+0.04 11.5+0.00
12 525 40.24 2+0.04 3+0.00 1+0.00 12.08+0.00
13 6.45 3176 180+0.01 190+0.03 37+0.02 10.58+0.02

PD : présure cameline, PCP : présure caprine, PP : pepsine de poulet, ACM : agent coagulant microbien

11.1.1.2.2 Modélisation statistique du temps de floculation du lait de chevre
Le tableau 18 affiche les équations de régression et la désirabilité (d) de chaque enzyme

avec le lait de chevre ainsi que leur régression (R2).

D’aprés le coefficient de régression, les différentes enzymes coagulantes testées étaient
capables de réagir avec le lait de chévre (R>>50%). Dans ces conditions d’expérimentation, la
présure cameline et la présure caprine sembles avoir plus d’affinité¢ au lait de chévre que la

pepsine de poulet et 1’agent coagulant microbien.
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Tableau 18 : Régression et équation des réponses de la floculation du lait de chévre avec les

différentes enzymes coagulantes

PD 90.03% Y=3731-1750pH+189.8pH? 1
PCP  88.41% Y=7757-3662pH+335.6pH? 1
PP 67.33%  Y=822-409pH+36.6pH? 1
ACM  56.73% Y=-165-0.0976T? 1

PD : présure cameline, PCP : présure caprine, PP : pepsine de poulet, ACM : agent coagulant microbien, R2:
régression, d : désirabilité

Le tableau 19 résume les coefficients de régression et les valeurs de p du lait de chévre

avec les différentes enzymes coagulantes.

Tableau 19 : Coefficients de régression et les valeurs de p de la floculation du lait de

chevre avec les différentes enzymes coagulantes

Coefficient de régression PD PCP PP ACM
bo 0.002 0.049 0.085 0.02
b1 0.000 0.013 0.042 0.462
b2 0.677 0.802 0.458 0.662
b1 0.003 0.032 0.036 0.906
D22 0.940 0.398 0.358 0.028
b1z 0.319 0.737 0.548 0.559

PD : présure cameline, PCP : présure caprine, PP : pepsine de poulet, ACM : agent coagulant microbien

Selon le tableau 19, la floculation du lait de chevre était influencée par la variation du
pH (effet linéaire et effet quadratique, p<0.05) avec la présure cameline, la présure caprine, la
pepsine de poulet. Alors que, le facteur température semble étre le seul facteur qui a affecté la
floculation du lait de chévre avec 1’agent coagulant microbien (effet quadratique) dont (p<0.05).
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11.1.1.2.3 Graphiques de surface de réponse de la floculation du lait de chévre
Les graphiques de surface de réponse de la floculation du lait de chévre avec les
différentes enzymes coagulantes sont illustrés dans la figure 21.

(A) (B)

(©) (D)

Figure 21: Graphiques de surface de réponse de la floculation du lait de chevre avec PD (A),
PCP (B), PP (C) et ACM (D)

Sur la base de I'analyse de la surface de plot et de la relation entre la réponse et les variables
(figure 21 et tableau 17), un temps de floculation du lait de chévre est optimal en supposant ces

paires de pH et de température pour les différentes enzymes :

e [X1=5.29, X2=30°C] pour la présure cameline,

e [X1=5.46, X2=30°C] pour la présure caprine,

o [X1=5.58, X2=42°C] pour la pepsine de poulet,

e [X1=5.00, X2=30°C] pour I’agent coagulant microbien.

En ce qui concerne le lait de chevre, et dans les conditions optimales, la floculation avec

I’agent coagulant microbien nécessite un pH plus faible comparativement avec les autres
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enzymes coagulantes. De plus, la floculation du lait de chevre demande une température élevée

seulement la pepsine de poulet.

11.1.1.3 Optimisation des paramétres de la floculation du lait de vache

11.1.1.3.1 Temps de réponse de la floculation du lait de vache
Le tableau 20 présente le temps de floculation du lait de vache avec la présure cameline,
la présure caprine, la pepsine de poulet et I’agent coagulant microbien.

Tableau 20 : Temps de floculation du lait de vache avec la présure cameline, la présure

caprine, la pepsine de poulet et 1’agent coagulant microbien

Lait de vache
Valeurs non codées

PD PCP PP ACM
Essai pH T® Temps (s)

01 585 36 39+0.01 10+0.00 17+0.04 9.29+0.04
02 6.7 36 225+0.04 320+0.02 242+0.00 19.8+0.04
03 585 42 41+0.02 44+0.04 19+0.00 6+0.04
04 58 30 60+0.00 7+0.03 41+0.02 12.67+0.04
05 5 36 4+0.02 27+0.03 32+0.00 29.93+0.04
06 585 36 45+0.01 15+0.00 49+0.00 8.11+0.04
07 585 36 49+0.02 21+0.02 7+0.02 12.23+0.04
08 525 3176 56+0.04 6+0.01 12+0.04 6.7+0.04
09 58 36 50+0.04 10+0.02 740.01 8.5+0.04
10 6.45 40.24 92+0.03 190+0.01 127+0.02 7.7+0.04
11 585 36 52+0.01 8+0.00 7+0.03 11.19+0.04
12 525 40.24 38+0.04 5+0.00 7.8+£0.00 5.5+0.04
13  6.45 31.76 111+0.04 150+0.04 121+0.00 14.57+0.04

PD : présure cameline, PCP : présure caprine, PP : pepsine de poulet, ACM : agent coagulant microbien

Le tableau 20 montre que les présures cameline et caprine ont un temps de floculation
minimal (4+0.02s, 5+0.00), avec les couples de [pH : 5/T : 36°C] et [pH : 5.25/T : 40.24°C]
respectivement. Cependant, la pepsine de poulet a réagi avec le lait de vache pendant un temps
de floculation minimal de 7s a [pH : 5.85/T 36°C].

Pour le couple [pH : 6.7/T : 36°C], la présure cameline, la présure caprine et la pepsine

de poulet floculent le lait de vache pendant une longue période (225+0.04s), (320£0.02s) et
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(242+ 0.00s) respectivement. Comparativement avec 1’agent coagulant microbien, le temps
maximal de floculation était (29.93+0.04) a [pH 5/ T° 36°C].

11.1.1.3.2 Modélisation statistique du temps de floculation du lait de vache
Le tableau 21 affiche les équations de régression et la désirabilité (d) de chaque enzyme

avec le lait de vache ainsi que leur régression (R?).

Tableau 21 : Régression et équation des réponses de la floculation du lait de vache avec les

différentes enzymes coagulantes

Enzyme R? Equation d
Floculation PD 84.66% Y:2586-940pH+87.8pH2 0.95
: PCP 98.49% Y=6603-2355pH-11.3T+214.5pH? 1
Lait de vache
PP 95.58%  Y=4848-1696pH +154.3pH? 1
ACM 58.53% Y=234+14.89 pH? 1

PD : présure cameline, PCP : présure caprine, PP : pepsine de poulet, ACM : agent coagulant microbien, R2:
régression, d : désirabilité

D’apres les résultats du tableau 21, la présure caprine et la pepsine de poulet ont bien
réagi avec le lait de vache et donnant des coefficients de régression respectivement de R2
98.49%, et R? 95.58%. Ce sont des meilleures régressions en comparaison avec celle de la

présure cameline et 