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Introduction

La domestication des ruminants et I’utilisation de leurs laits pour en faire du fromage
remontent & plus de 10 000 ans avant Jésus-Christ. Les espéces bovine, ovine, cameline et
caprine sont élevées en Algérie et leurs laits sont considérés comme des aliments complets car
ils renferment avec des concentrations suffisantes tous les nutriments indispensables pour la
croissance et la survie de I’homme. Pourtant ils sont difficiles a conserver si bien que leurs

transformations en fromages est 1'un des moyens les plus utilisés.

La fabrication du fromage est apparue il y a 8000 ans, peu apres la domestication des
animaux. A l’origine, I’intérét majeur de la transformation du lait en fromage était de
conserver les principaux constituants du lait. Aujourd’hui, il s’agit plutét d’un aliment,

possédant des qualités nutritionnelles indéniables (Cholet, 2006).

L'étape clé de la réussite d'un fromage quel que soit son type est la coagulation. Elle
consiste a la formation d’un gel suite a des modifications physico-chimique intervenant sur les
micelles de caséines du lait. L agent coagulant le plus anciennement utilisé en fromagerie est
la présure. Cette enzyme est extraite a partir de la caillette de veau non sevré. D’apres Alais
(1984), il faut en moyenne deux caillettes de veau pour produire 1 litre de présure, et selon
Bauer et al., (2010), il faut environ 2 litres de présure pour produire une tonne de fromage,

Autrement dit : « il faut sacrifier 4 jeunes veaux pour produire une tonne de fromage !».

L’augmentation de la production et de la consommation du fromage d’une part, et
I’impossibilité d’augmenter en paralléle la production de présure d’autre part, ont causé une
pénurie mondiale en approvisionnement en cet agent coagulant ce qui a engendré des
fluctuations trés importantes dans son prix. Ces problémes sont aggravés notamment dans les

pays musulmans, pour des raisons religieuses, dues aux rituelles de I’abattage. (Zikiou, 2013).

Ainsi, cette situation a suscité la recherche de produits de remplacement de la présure,
susceptibles de remplir un certain nombre de conditions dont les principales sont I’obtention
de produits fromagers comparables a ceux de la présure de veau, garantit d’hygi¢ne et de non

toxicité et un - prix de revient inférieur a celui de la présure. .( Zikiou,2013).

L’Algérie ne fait pas I’exception, en 2011, selon 1’Office National des Statistiques
(O.N.S)), pres de 25 mille tonnes de fromages ont ét¢ vendu dans le marché Algérien. Soit une

consommation de 1’ordre de 0,62 Kg/habitant. Et les fromageries Algériennes ont utilisé 1,5
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tonne de présure et/ou ses succédanés ; cette quantité totalement importée a colité une valeur

de plus de 102 mille dollars I’équivalent d’environ 7,5 millions de DA.( Zikiou,2013).

Cette grande dépendance de I’Algérie vis-a-vis des fournisseurs étrangers en présure
traditionnelle et/ou ses succédanés, Bien que leur nombre puisse étre considéré comme faible,
a attiré notre attention sur la recherche de sources locales productrices d’agents coagulant le

lait. (Zikiou, 2013).

Parmi ces succédanés, les protéases d'origine végétale sont trés anciennement utilisées
dans des préparations traditionnelles telles que celles provenant de l'artichaut, du chardon et
de latex du figuier. D'autres enzymes ont été testées telles que les protéases d'origine fongique
synthétisées par diverses especes. 1l existe aussi des succédanés d'origine animale tels que les
pepsines porcines, bovines et les pepsines extraites des proventricules des volailles. Bien
qu’elle ait un potentiel de production en succédanés capables de subvenir aux besoins en

agents coagulants.( Siar,2014).

L’objectif de ce travail est la valorisation des pratiques traditionnelles par la
caractérisation de 1’extrait du chardon, ainsi que par I’étude de la possibilité de leur utilisation
comme succédanés de présure en fromagerie. Pour parvenir a ces objectifs nous avons

procédé comme suit :
-les analyses physicochimique et microbiologique de mati¢re primaire
- Extraction des systémes enzymatiques du fleur de chardon
- Utilisation des extraits étudiés dans la fabrication d’un fromage frais

- les analyses physicochimique et microbiologique de fromage issu.
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Chapitre 1 Généralité sur le lait de cheévre

1.1 Définition

Le lait a été défini en 1908 au cours du Congres International de la répression des
Fraudes a Genéve comme étant « Le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une
femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Le lait doit étre recueilli

proprement et ne doit pas contenir de colostrum» (Pougheon, 2001; Romain et al., 2008).

Le lait de cheévre se présente comme un liquide opaque de couleur blanchatre mate, di a
17 b \ JOY J4 ) . N
absence de f—carotene. Il est 1égerement sucré, d’une saveur particuliére et une odeur assez

neutre (Alais, 1984).
1.2 Composition de lait

De manicre générale, le lait comprend quatre types de constituants importants que sont :
les lipides, les protides, les glucides. Mais de nombreux autres constituants sont présents en
quantité minime comme les vitamines, enzymes, dont certains ont une grande importance du
fait de leur activité biologique (Larousse, 2002), La composition du lait varie d’une espéce

animale a une autre (Jean-paul, 2009).
1.2.1. Eau

L’eau est le constituant le plus important du lait en proportion. Elle forme une solution
vraie avec les glucides, les minéraux, une solution colloidale avec les protéines hydrophiles,
une suspension colloidale avec les micelles de cas€ines et une émulsion avec les matiéres

grasses, Le lait de cheévre est constitué de 87% d’eau (Amiot et al. 2002).
1.2.2. Les lipides

La matiére grasse du lait se composent principalement de triglycérides, phospholipides
et une fraction insaponifiable constituée en grande partie de cholestérol et de B-caroténe.
(FILQ, 2002). Le lait de chévre est pauvre en carotene, il est plus riche en acides gras a 10 (C)
et présente un pourcentage plus élevé de petits globules gras que le lait de vache, il ne
contient pas d’agglutinines et présente une activité lipasique plus faible que le lait de vache

(Chilliarde, 1996).
1.2.3. Les protéines
Elles constituent une partie importante du lait et des produits laitiers On les classe en

deux catégories, d’apres leur solubilité dans 1’eau.
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-Les caséines : forment prés de 80% (a-S1, a- S2, B, k) qui se regroupent sous forme de
micelles précipitent sous ’action de la présure ou lors de 1’acidification a pH d’environ 4,6
-Les protéines de sérum, qui représentent environ 20% des protéines totales, se trouve sous
forme de solution colloidale. Les deux principales sont la B-lactoglobuline et 1’a-

lactalbumine. (Amiot et al., 2002).
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Figure 1. modé¢le de la micelle de caséine avec sous-unité.(Amiot et al., 2002).

1.2.4 Les glucides

Le lactose est le glucide le plus important du lait. D’autres glucides peuvent provenir de
I’hydrolyse du lactose (glucose, galactose). Certains glucides peuvent se combiner et d’autres
peuvent rester libre (Amiot et al., 2002). Comparativement au lait de vache (50 g/1), le lait de
chevre est moins riche en lactose, avec une variation allant de 44 a 47 g/l (veinoglou et al.,

1982 ; Roudj et al., 2005).
1.2.5 Vitamines et les Enzymes

Selon Vignola (2002), les vitamines sont des substances biologiquement indispensables
a la vie puisqu’elles participent comme cofacteurs dans les réactions enzymatiques et dans les
échanges a 1’échelle des membranes cellulaires. Le lait de chevre se distingue par I’absence
de B-caroteéne. Le lait contient principalement trois groups d’enzymes : les hydrolases, les

déshydrogénases (ou oxydases) et les oxygénases (Amiot et al., 2002).
1.3. Facteurs influencant la composition du lait

La composition chimique du lait et ses caractéristiques technologiques varient sous
I’effet d’un grand nombre de facteurs (Stoll, 2003). IIs sont soit intrinséques liés a I’animal,

soit extrinséques liés au milieu et a la conduite d’¢élevage. (Wolter, 1988).
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1.3.1 Facteurs intrinséques
1.3.1.1 Facteurs génétiques

On observe des variations importantes de la composition du lait entre les différentes

races laitiéres et entre les individus d’une méme race (Gaillon et Sigwald, 1998).
1.3.1.2. Stade de lactation

Les taux de maticre grasse et de matic¢res azotées, élevés a la mise en bas, diminuent au
cours du premier mois et se maintiennent a un niveau minimal pendant le deuxiéme

mois(Gaillon et Sigwald, 1998). 1.3.1.3 Etat sanitaire

Lors d’infection, il y a un appel leucocytaire important qui se caractérise par une
augmentation de comptage cellulaire induisant des modifications considérables dans la

composition du lait. (Badinand, 1994 ).

1.3.2 Facteurs extrinseques

1.3.2.1 Alimentation

L’alimentation joue un réle important ; elle permet d’agir a court terme et de maniére

différente sur les taux de matiére grasse et de protéines (Coulon et Hoden ,1991).
1.3.2.2 Saison et climat

A partir Coulon ef al. (1991), il a été montré que la production laitiere est maximale au
mois de juin et minimale en décembre. A I’inverse, les taux butyreux et protéique du lait sont

les plus faibles en été et les plus élevés en hiver.

1.4 Caractéristiques du lait de chevre

1.4.1Caractéristiques physico-chimiques

1.4.1.1 Le pH
Le pH de lait de chévre se caractérise par des valeurs allantes de 6, 45 a 6,90. avec une

moyenne de 6,7 différant peu du pH moyen du lait bovin qui est de 6,6 (Remeuf et al., 1989).
1.4.1.2 L’acidité

L’acidité titrable: indique le taux d’acide lactique formé a partir du lactose. L’acidité du
lait de cheévre et de vache reste assez stable durant la lactation. Elle oscille entre 0,16 et 0,17
% d’acide lactique (Veinoglou et al., 1982). L’acidité titrable, exprimée en degrés Dornic

(D°) est de 15 4 18° D,
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1.4.2 Caractéristiques microbiologiques

Le lait est un aliment de choix : il contient des graisses, du lactose, des protéines, des
sels minéraux, des vitamines et 87% d’eau. Son pH est de 6,7.11 va étre un substrat tres

favorable au développement des microorganismes.
1.4.2.1 Flore originelle ou indigéne

Lorsque le lait provient d’un animal sain et qu’il est prélevé dans des conditions
aseptique, il devrait contenir moins de 5000 UFC/ml. Les genres dominant de la flore

originelle sont : Lactobacillus et Streptococcus (Vignola et al., 2002).
1.4.2.2 Flores contaminants

La flore contaminant est I’ensemble des microorganismes ajoutés au lait, de la récolte

jusqu’a la consommation (Heuchel et al., 2001 ; Michel,2012).

a) Flores d’altération

Les germes de I’environnement trouvent dans le lait un excellent milieu de culture
(Novel,1993).La flore d’altération cause des défauts sensoriels de gotlit, d’ar6mes,
d’apparence ou de texture et réduit la vie de tablette du produit laitier. (Levures et

moisissures).

1.4.2.3 Les flores pathogénes
Les germes pathogeénes auxquels on accorde une importance particuliére, en raison de la

gravité ou de la fréquence des risques qu'ils présentent sont

> Les principales bactériennes infectieuses (Sa/monella sp, Escherichia coli, Listeria

monocytogenes , agent de la tuberculose).

> Les principales bactéries toxigenes (Staphylococcus sp, Staphylococcus aureus )

(Vignola, 2002).
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2.1Fromage

2.1.1 Définition
Le fromage est défini par le décret n® 88-1206 du 30 décembre 1988 de la maniére
suivante « La dénomination « fromage » est réservée au produit fermenté ou non, affiné ou

non, obtenu a partir des maticres d’origine exclusivement laitiere (Zeller, 1980).

Le fromage, selon la norme codex Alimentaire(2013), est le produit solide ou semi-
solide, frais ou affiné, dans lequel le rapport protéines de lactosérum/caséines ne dépasse pas

celui du lait.

2.2 Composition du fromage

Le fromage est un aliment de base, riche en graisses, protéines, calcium et phosphore, a
longue conservation en comparaison de la durée de conservation du lait a partir duquel il est

fabriqué (annexel) .

2.3 Classification du fromage

La diversité¢ des modes de fabrication des fromages et la variété des produits obtenus,
ont conduit les spécialistes a des classifications usuelles. La classification la plus explicite est
celle de Pernodet(1984). Les fromages sont classés en fonction de la méthode de caillage

(lactique ou présure), du mode d’égouttage et du type d’affinage appliqué (annexe2).

2.4 Fromage frais
2.4.1 Définition

Le fromage frais est une pate trées humide, peu minéralisée, c’est le produit d’une
coagulation lente a dominance acide, obtenue grace a 1’action des bactéries lactiques
combinée ou non a celle d’une faible quantité de présure (1-5 ml/100 I de lait) et un temps

d’incubation long (Eck et Gillis, 2006).
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2.4.2 Fabrication du fromage

La fabrication de fromages comprend toujours les trois phases initiales suivantes :

Maturation , coagulation, égouttage. (Vignola, 2002).

2.4.2.1 Maturation

C’est I’incubation du lait cru a température ambiante pendant un temps variable de
facon a favoriser la multiplication d’une flore lactique qui va jouer un rdéle important dans
I’acidification du lait. Cette maturation peut €tre spontanée ou provoquée par adjonction de

levains. (Randazo et al., 2009).

2.4.2.2 La coagulation

Est I’étape durant laquelle le lait passe de 1’état liquide a I’état solide en formant un gel.

La coagulation du lait peut se faire selon deux voies :

a) Coagulation par voie acide

Elle consiste a précipiter les caséines a leur point isoélectrique (pHi=4,6) par
acidification biologique a 1’aide de bactéries productrices d'acide lactique (bactéries lactiques

contaminant a I'état naturel le lait ou apportées sous forme de levains) (Mahaut et al., 2005)

b) Coagulation enzymatique

Elle est obtenue par I’hydrolyse des caséines par des enzymes protéolytiques de
diverses origines. certaines sont d’origine animale comme la présure (composée de 80% de
chymosine et 20% de pepsine), d’autres sont d’origine végétale comme la cyprosine et le
cardosine (gaillet, figuier et chardon), ou microbienne (Mucor pusillus, d'Endothia parasitica)

(Bendimerad, 2013).
2.4.2.3 L’égouttage
Se traduit par une ¢€limination progressive du lactosérum qui s'accompagne d'une

rétraction et d'un durcissement corrélatif du gel. Il s'agit donc d'une phase essentielle qui

conditionne directement la composition du fromage. (Eck et Gillis, 1997).
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2.5 Microflore du fromage
2.5.1. Flore originelle

Les microorganismes occupent une place essentielle dans le domaine des produits
laitiers et leur importance se situe a trois niveaux : I’élaboration, I’altération et I’hygiéne des

produits (Hermier et al., 1992).

2.5.1.1 Les bactéries lactiques

Elles appartiennent principalement a trois genres : Lactobacillus, Lactococcus et
Streptococcus qui se différencient, entre autre, par leur activité acidifiante. (Hassan et Monier-

Dilhan, 2003 ; Chamba, 2008).

2.5.2 Champignons microscopiques

2.5.2.1. Levures

Parmi les nombreuses espeéces de levures peuplant le lait, seules certaines especes
peuvent se maintenir dans le caillé. Elles produisent des composés d’arome (Bouix et Leveau,

1993).

2.5.2.2. Moisissures

Elles jouent un role trés actif dans 1’affinage de certains fromages. Citons penicillium
caseicolum dans le fromage de Brie, Penicillium camembertii et Geotrichum dans le
Camembert, Ces moisissures ont une activité lipolytique et protéolytique intense. La caséine,
les graisses du caillé sont métabolisées en un grand nombre de composés concurrent
largement au développement des qualités organoleptiques du fromage. (Ghenem et

Mechalikh, 2017).

2.5.3 Flore de contamination

D’aprés Eck et Gillis(2006) le fromage est un aliment trés susceptible aux

contaminations, la présence de contaminants varie selon la capacité de leur développement.
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Chapitre 3 Les enzymes coagulantes utilisées en technologie fromagere

3.1 Enzymes coagulants le lait

Les enzymes coagulantes sont des enzymes protéolytiques retrouvées chez tous les
organismes vivants. Ce sont des endo-peptidases appartenant a la famille des protéinases
aspartiques car elles possédent deux résidus aspartyls dans le site actif impliqués de maniére
décisive dans la catalyse (Rawlings et al., 2004). Elles sont utilisées de puis treés longtemps
dans la fabrication de fromage. Actuellement, la présure de veau est la plus largement utilisée

en fromagerie (Mahaut ef al., 2000 ; Ramet, 2006).
3.1.1 Enzymes coagulantes d’origine animale

3.1.1.1 La Présure

La présure est une enzyme protéolytique, extraite de la quatriéme poche de I’estomac
(abomasum ou caillette) des jeunes ruminants nourris exclusivement au lait (avant sevrage).

(Eck et Gillis, 1997). elle est composée de chymosine et de pepsine.
a) La chymosine

Est la protéase majeure responsable d’au moins 85% de 1’activité coagulante totale (Eck
et Gillis, 1997). Appartenant au groupe des protéases acides. Elle comporte 323 acides
aminés. Elle est stable aux pH (5.3 a 6.3), inactivée aux pH 7 (vers 7.5) et dénaturée a pH 8.

L’inactivation thermique a lieu 50 °C, elle est totale a 61°C (Scriban, 1999).
b) La pepsine

Est le constituant mineur de la présure dont la sécrétion gastrique ne devient
prépondérante qu’apres sevrage (Ramet, 1993). La pepsine est relativement stable a des pH
compris entre 5 et 5,5. Son activité enzymatique est plus ¢élevée entre pH 1 et 4 avec un
maximum vers 1,8 et varie selon la nature du substrat. C’est une enzyme thermosensible en

solution apres 55°C. Elle est dénaturée a des températures a 70°C (Graiday, 1978).

3.1.2 Enzymes Coagulantes d’origine végétale

De trés nombreuses préparations coagulantes sont issues du régne végétal et sont
extraites par macération de différentes parties de plantes supérieures. (Eck et Gillis, 1997) On
retrouve la papaine (feuilles de papaye), la broméline (tige de I'ananas) et la ficine (suc du
figuier). (Llorente ef al., 2004 ; Low et al., 2006 ; Egito ef al., 2007). L’extrait coagulant de
Cynara cardunculus (une variét¢ de chardon) a été largement utilisé pour la fabrication
traditionnelle de fromages de brebis (Roseiro ef al, 2003). Trois protéases aspartiques

(cynarase 1 a 3) ont été identifiées dans cet extrait (Heimgartner et al., 1990).

10
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3.1.3 Plante étudiée (Cynara cardunculus )

Le cardon (cardoon ou Wild thistle en Anglais et Khourchef ou Kernoun Berri en
Arabe) (Bonnier, 1927 ; Christen et Virasoro, 1935 ; Grisvard et Chaudun, 1964 ; Campos,
1990), une plante spontanée typique du pourtour méditerranéen (Jahandier, 1931 ; Coste
,1983 ; Roseiro et al., 2003). Le cardon est une plante vivace, robuste, raide, dressée d’une
taille de 80 a 150cm, (Coste, 1983). Elle ne forme la premicre année qu’une rosette de feuilles
stériles, (Bayer et al., 1990). Elle différe de I’artichaut par ses feuilles profondément divisées
en lobes qui se terminent par des épines et par les bractées d’involucres finissant par une

pointe dure et aigue (Perrot, 1944).

Figure 2. Chardon ( cynara cardunculus).

11
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3.1.3.1 Systématique

Selon QUEZEL et SANTA (1963), on peut classifier le cardon comme suit :
Groupe : Dicotylédones

Sous-groupe : Claciflores

Série : Claciflores Gamopétales

Famille : Composées ou Astéracées

Sous famille : Carduacées ou Cynarocéphales

Tribu : Carduinées

Genre : Cynara

Espece : Cynara cardunculus

12
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Chapitre 4 Matériel et Méthodes

4.1 But de travail
L’ensemble de ce travail a été effectué au niveau des laboratoires de notre Faculté SNV
et laboratoire d’essais et d’analyse de qualit¢ (ISO-LAB) Les objectifs de cette étude

s’articulent autour des points suivants :

— Etudier la qualité (physicochimique et microbiologique) du lait de chévre qui sert a la

fabrication du fromage.
_I’extraction de I’enzyme coagulant d’origine végétale.
— les étapes de fabrication du fromage frais .

— Effectuer les analyses de notre produit fini (fromage) pour assurer sa Qualité

nutritionnelle.

4.2 Echantillonnage
4.2 .1 Source des prélévements

Dans notre étude on a prélevé le lait crus de cheévre(race alpine) produit dans L’Institue

de L’ITDAS

4.2. 2 ’enzyme coagulant
La présure CHY-MAX®Poudre NB elle est fournie par 'ITDAS.
Enzyme extraire par la plante (fleurs de chardon : cynara cardunculus).

4 .3 Les analyses physico-chimique et microbiologique du lait de chévre

4.3.1 Analyses physico-chimique du lait

4.3.1.1 Détermination du pH
Principe
Repose sur la mesure directe de pH Par pH-métre a I’aide d’une électrode. (Sboui

etal.,2009).

Mode opératoire
on prolongée 1’¢lectrode de pH-métre dans bécher contenant 100 ml du lait. Cette derniere

doit étre bien homogene a température ambiante.

13
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4.3.1.2 Détermination de I’acidité titrable

Principe
Reposée sur le titrage par ’hydroxyde de sodium en présence de phénolphtaléine comme

indicateur (Labioui ef al., 2009).
Dans un bécher de 50 ml, introduire :
- 10 ml de lait.

- ajouter 2 a 3 gouttes de phénophtaléine a 1% dans 1’alcool a 95% titrer avec une solution

sodique(0,1) (NaOH) a laide d’une burette jusqu’au virage au rose pale.

- lire le volume sur la burette (en millilitre de NaOH titré). La valeur en acidité titrable

exprimée en degré Doronic (°D), est donnée par I’expression suivante :

Acidité = V 10 (D°)

4.3.1.3 Matieres protéiques
Principe

Pour le dosage de Maticres protéiques on utilise la méthode de titrage au formole Selon

(Aoac international, 2002).
e Un échantillon précis de lait liquide frais de 20 ml est versé dans un bécher.
e Ajouter quelques gouttes de solution de phénolphtaléine a 1%.

e Titrer le mélange avec une solution de NaOH 0,1N jusqu’a I’obtention d’une couleur

rose.
Stable pendant 30 secondes sans relever le volume de soude.

e Ajouter dans le bécher 4 ml de formaldéhyde préalablement neutralis¢é avec NaOH
0,IN.

¢ Le mélange obtenu est homogénéisé et titré a nouveau avec une solution de NaOH 0,1N
Jusqu’a I’apparition de couleur rose, noter le volume de NaOH (V1).
Expression des résultats
% de protéines = V1 x 0,959
e 0,959 Est le coefficient de conversion pour les matieres protéiques du lait.
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4.3.1.4 Matiéres grasses par la méthode acido- butyrométre (ISO 488, 1983)

Mode opératoire:

Cette méthode est basée sur la dissolution de la matiére grasse a doser par ’acide
sulfurique. Sous I’influence d’une force centrifuge et grasse a 1’adjonction d’une faible
quantité¢ d’alcool iso-amylique, la matiére grasse se sépare en couche claire dont les

graduations du butyromeétre révelent le taux.
Mode opératoire

- Introduire 10ml d'acide sulfurique dans un butyrometre de GERBER - Ajouter 11ml
de I'échantillon ont évitant de mélanger les liquides - Ajouter 1,5ml d'alcool iso amylique - On
ferme le butyromeétre a 1’aide d’un bouchon, puis on mélange jusqu’a la dissolution totale du

mélange - Centrifuger a1200 tours pendant 5 min.
Expressions des résultats
Le résultat est exprimé en g/l et la lecture se fait directement sur le butyrometre
4.3.1.5 Détermination de la teneur en lactose
1-Solutions
Solution aqueuse d’hexacyanoferrate II de potassium hydraté
(KAFe(CN) 6,3H20) ...t 150g
- eau distillée (gSP) «..eoveerveerieeieeie e 1000ml
Solution aqueuse d’acétate de zinc hydraté
= (Zn(CHCOO) 2, 2ZH20) . .t e e 300
= AU dISHIIEE (SP)-vnrtentit e 1000ml

Solution cuivrique

- sulfate de cuivre II hydraté (CuSO4, SH20) a4% SP/V.....oooiiiiiiiin .. 40g
- acide sulfurique (d (20) = 1,83)...uiiiiiii it e 2ml
=AU dISHIIEE (SP)-vnveenrtint e 1000ml
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Solution tartro-alcaline

- tartre double de sodium et de potassium (Na K (H4C406),4H20) ............ 200g
- hydroxyde de sodium (NaOH)..........c..coe ciiiiiiiii 150¢g
—eau distillée ... 1000m

Méthode de liqueur de Fehling selon Medjour

Mode opératoire

1. Défécation

Dans la fiole jaugée de 50 ml, introduire successivement :

5 ml de lait.

0.4 ml de solution d'hexacyanoferrate (II) de potassium (1). Agiter .
0.4 ml de solution d'acétate de zinc (2). Agiter .

Compléter au trait de jauge avec de l'eau distillée tout e n mélangeant. Ajouter alors 0.4
ml d'eau distillée pour tenir compte du volume du précipité. Agiter, laisser reposer 10 a 15

minutes et filtrer ; Introduire ce filtrat (Solution S) dans une burette.
2. Réduction de liqueur de Fehling
Dans une Erlenmeyer, introduire :
10 ml de solution cuivrique (3).
10 ml de solution tartro-alcaline (4).
Agiter et porter le mélange a ébullition.

Verser ensuite goutte a goutte le filtrat (Solution S) a ’aide une burette en maintenant a

1’¢ébullition jusqu’a I’apparition d’un précipité rouge brique.
Lire le volume sur la burette (chute de burette), soit V2 en ml.
Etalonnage de liqueur de Fehling

L’¢étalonnage est fait a I’aide une solution étalon de lactose de concentration C1 =5 g/l.

Elle correspond a une chute de burette V1en ml.
3. Expression des résultats

La concentration en lactose inconnue C2, est donnée par la relation suivante
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C2=(Cl1xV1/V2)xd

ou (d) est le coefficient de dilution (10).

4.3.1.6 Dosage d’urée

Ce dosage est déterminé par les kits d’urée-B (SPINREACT).
Le principe

L’uréase catalyse I’hémolyse de I’urée présente dans 1’échantillon, en ammoniac (NH3)
et en anhydride carbonique (CO2). Les ions ammonie réagis avec salicylate et hypoclorithe

(CIONa) en présence du catalyseur nitroprusiate pour former un indophénol vert.

4.3.1.7 Détermination de la matiére séche

Mode opératoire
e Homogénéiser I’échantillon par agitation légere.
e Introduire 1ml de lait dans une capsule séchée dans une étuve de dessiccation pendant
15min et la laisser refroidir dans dessiccateur.
e Mettre la capsule dans 1’étuve de dessiccation a 103+£2°C jusqu’a I’obtention d’une
couche séche et blanchatre.
e Retirer la capsule dans I’étuve de dessiccation, et la mettre dans un dessiccateur.
e Apres refroidissement peser les capsules.
Expression des résultats
e [a maticre séche exprimée en grammes par litre de lait (g/1) est égale a :
MS = (M1-M0) x 1000/V
MO : est la masse en grammes de la capsule vide.

M1 : est la masse en grammes de la capsule et du résidu aprés dessiccation et
refroidissement.

V : est le volume en millilitres de la prise d’essai 1ml.
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4.3.2 Les analyses microbiologiques (J.O.R.A).

4.3.2.1 Préparation de solution meére et des délutions décimales

Dilution primaire (suspension mere) Suspension, solution ou émulsion obtenue apres
qu'une quantité pesée ou mesurée du produit a analyser (ou de I'échantillon pour essai préparé
a partir de ce produit) ait ét¢ mélangée, avec neuf fois la méme quantité de diluant en laissant
les grosses particules se déposer, et, si nécessaire, des dilutions décimales suivantes en vue de
réduire le nombre de micro-organismes par unit¢ de volume, pour faciliter 1'examen

microbiologique. (JORA N°70. 2016).

a) Recherche des Germes aérobies 30°C

Mode opératoire

Transférer en double 1 ml des dilutions retenues dans des boites de Pétri Couler 12 a 15
ml de milieu(PCA), Mélanger soigneusement I'inoculum au milieu. Laisser solidifier. Placer
les boites de Pétri retournées dans une étuve a30°C £ 1 pendant 72h £2 h. (JORA N°70.
2016).

b) Recherche des coliformes thermo-tolérants

« Coliforme » s’applique aux bactéries en forme de bacilles Gram négatives, aérobies et
facultativement anaérobies, non sporulées fermentant le lactose avec formation de gaz et
d’acide (J.O.R.A N°70. 2016). leur identification se fait sur milieu sélectif BLBVB (Bouillon
Lactosé Bili¢ au Vert Brillant).L.’incubation des boites est faite a 44°C/48h.

¢) Recherche de Salmonella
Les salmonella sont des bactéries mésophiles, ayant une température optimale de

croissance de 35/37°C, elles apparaissent comme des batonnets a Gram négatif.
Mode opératoire

La recherche des salmonella nécessite 4 phases successives telles qu'indiquées (voire

annexe 4).

d) Recherche des Staphylocoques aureus
L’étude des Staphylococcus aureus permet de savoir si le produit présente des risques
pour le consommateur, ils sont les seuls a produire une entérotoxine protéique causant

I’intoxication alimentaire (Guiraud, 1998).
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Mode opératoire

Un volume de 1 ml de lait est ensemencé en masse dans de la gélose de Baird
Parker(BP) puis incubé a 37°C/24-48 h. La gélose Baird Parker est préparée en ajoutant 5 %
(v/v) d’une solution de jaune d’ceuf préparée a 50 % (m/v) dans de I’eau physiologique et 0,3

% (v/v) de tellurate de potassium.
4.4 Extraction de ’enzyme brut des fleurs de chardon

Les fleurs sont mises a sécher a une température ambiante ne dépassant pas 25 ° C et a
l'abri de la lumiére.(Laurent, 1974 ; Nouani ef al., 2009)10 g de fleurs seches est broyer et
macérer dans une solution tampon d’acétate de sodium a 0,1M, pH 5 additionne d’acide
borique a 0,2%, pendant 24 heures sous agitation douce puis congélation et décongélation, la
solution obtenue est centrifugée a 1000 tr/mn pendant 45mn a 4°C. Le surnagent récupéré
subit deux filtrations successives, sur papier filtre, puis une filtration sous vide sur membrane
de 0,4 microns. L’extrait enzymatique est ajuste au pH 5, pH de stabilit¢ enzymatique. (

Nouani et al., 2009) .
Détermination de I’activité coagulante

L’activité coagulante d’un extrait enzymatique est exprimée soit par 1’unité d’activité
coagulante (U.A.C) nommée aussi unit¢ présure (U.P) selon la méthode de Berridge

(Siboukeur, 2005) ou par la notion de force coagulante (Nouani et al., 2009).

L’unité d’activité coagulante est définie comme étant la quantité d’enzyme par
millilitre d’extrait enzymatique qui provoque la floculation de 10ml de substrat de Berridge en

100 s a 35°C.
Elle est calculée par la formule U.A.C=100V /10T.V' Ou
V : Volume du lait a coaguler (10ml).
V’ : Volume de la solution enzymatique (1ml).
T :Temps de floculation en seconds.
100 :100 seconds.

La force coagulante représente le volume du lait coagulable par unité de volume d’une

enzyme ou d’un extrait enzymatique, en 40 min a 35°C et pH égale 6,4.(Alais, 1984).
Elle est exprimée selon la formule

F=2400V/TV' Ou
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F : Force de I’enzyme.

2400 :40 min.

4.4.1 Détermination des conditions optimales de coagulation

1) la température

a pour but de déterminer La température optimale de coagulation du lait par I’extrait

enzymatique et la présure en fonction de changement de la température (30C°_70C°).
Mode opératoire

10 ml de lait est versé dans un tube a essai et port¢ dans un bain marie. Au temps zéro
Iml de la solution enzymatique et 1 ml de la présure sont ajouté et le chronomeétre est
déclenché. Temps de coagulation est relevé visuellement des I’apparition des premiers flocons
sur la paroi du tube a essai. L’activité coagulante est mesurée pour chaque valeur de T°(en

UAC/ml).
2) Changement de pH

En vue de savoir L’effet du pH du lait sur I’activité coagulante on ajustant aux valeurs
de I’intervalle 5 a 8. Le pH est ajusté par addition d’une solution d’HCL ou de NaOH a 0,1N.
a été déterminée en mesurant le temps de coagulation du lait porté dans des La température

d’incubation est fixée a 35°C. ( Nouani et al., 2009 ).
3) Changement concentration de CaCl2

pour déterminer l’influence de La concentration de CaCl2 du lait par D’extrait
enzymatique et la présure , a été déterminée en mesurant le temps de coagulation du lait porté
dans des concentrations différentes entre 0,01 a 0, 5 mol/l et la température d’incubation est

fixée a 35°C, et le pH de lait a 6,4.( Nouani et al., 2009).
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4.5 Diagramme de fabrication du fromage frais

Lait de chévre

Maturation : + ferments lactique

(Maturation dure Th a 2h selon la temnérature)

Il

Emprésurage : + présure ou I’extrait

(0,06mg de présure pour 1L de lait ,10 ml de I’extrait végétal. pour 500 ml de lait)

g

[ Coagulation( le caillage s’effectue apres 10 ou 12h 1

-

[ Moulage : mis en moule ]

-

[ Salage :1h 30mie n apres le moulage, salage de 1ér fac ]

-

2h apres, retournement des fromages et salage de 2ém face

-

[ Mise sur claies pour finie 1’égouttage }

Figure 3. Diagramme de fabrication du fromage frais
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4.6 Les analyses physicochimiques et microbiologiques du fromage
4.6.1 Les analyses physicochimiques
4.6.1.1. Détermination du pH :

Dans le cas du fromage, on disperse 10 grammes de celui-ci dans 100 ml d’eau distillée

contenue dans un bécher puis on y plonge ’¢lectrode du pH-métre.
4.6.1.2. Détermination de I’acidité

10 grammes de fromage dans 100 ml d’eau distillée préalablement chauffée a 80°C.
Apres refroidissement a 25°C et filtration de la suspension, la mesure de 1’acidité est effectuc¢e
par titrage avec de la soude en présence de phénolphtaléine (3 a 5 gouttes) jusqu’a 1’obtention

d’une coloration rose persistante.

4.6.1.3 Détermination de I’extrait sec total

La mati¢re seéche peut étre définie comme la masse restante d’un produit aprés une
déshydratation. Elle renferme les protéines, les lipides, les glucides, les minéraux et les
vitamines. Donc pour estimer la valeur énergétique d’un aliment, la connaissance de sa

quantité est indispensable.
Mode opératoire

Une capsule vide est pesée et sa masse sera notée (my). Dans cette capsule, 2 g de
fromage sont ajoutés sa masse est notée (m;). Le tout est porté a 1’étuve préalablement
chauffée a 150°C pendant 1h et 30 min. Aprées refroidissement, la capsule est pesée, sa masse

est notée (my).
Expression des résultats et mode de calcule
La teneur en matiere seche totale de 1’échantillon exprimée en gramme pour cent

gramme d’échantillon, s’obtient selon la formule ci-apres :

m, —m
c=—2"2%100
my

Cette mesure consiste a évaporer I’eau contenue dans le fromage, elle est basée sur le

fait que I’eau s’évapore a une température de 100°C.

22



Chapitre 4 Matériel et Méthodes

4.6.1.4 Détermination du rendement fromager :

Le rendement fromager présente un grand intérét en industrie fromagere car il refléte
globalement comment a été réalisé la répartition quantitative des constituants du lait lors de
I’égouttage. Il nécessite un taux €levé en extrait sec et plus précis€ément en protéines (caséine)
et des concentrations €levées en maticre grasse (Naoani, 2009). Elle s’obtient selon la formule

ci-dessous (Vignola, 2002) :
7
R% = ——x 100
+

R : signifie le rendement fromager en %.
F, : signifie le poids du fromage obtenu en kilogrammes.
L : signifie le poids du lait en kilogrammes.

I : signifie le poids des ferments et de présure

4.6.1.5 Matieres grasses (MG)

Prise d’essai :

peser 3g dans le godet taré du butyrometre, Fermer le col du butyrométre, ajouter
I’acide sulfurique jusqu’a remplissement au 2/3 la chambre du butyrometre, Le placer ensuite
apres ’avoir fermé de I’autre c6té dans le bain d’eau a 65°C pendant5Smn ; Le retirer du bain
d’eau et l’agiter 10 secondes, Répéter 1’opération de chauffage et d’agitation jusqu’a
dissolution totale des protéines. Ajouter ensuite 1ml d’alcool, agiter puis ajouter de 1’acide
sulfurique par I’ouverture étroite jusqu’a ce que le niveau atteigne les 35% de 1’échelle, fermé
avec un petit bouchon et faire des retournements, Le placer dans le bain d’eau a 65°C pendant
Smn, centrifuger pendant 10mn et procéder a la lecture aprés 1’avoir replacé dans le bain

d’eau pendant Smn.

4.6.2 Analyses microbiologique

Préparation de la solution meére

Dans des conditions d’asepsie, 10 g de fromage sont homogénéisés dans 90 ml d’eau
physiologique stérile, préchauffée a environ 45°C pendant quelques secondes, ce qui forme la
solution mére (107"). Une série de dilutions décimales est réalisée en prélevant 1 ml de la

solution mére dans 9 ml d’eau physiologique stérile, ce qui constitue la dilution 1072, puis
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apres homogénéisation de cette derniere, la méme opération est répétée pour la préparation du

Reste de dilutions. (J.O.R.A, n°70, 2004).

4.6.2.1 Dénombrement des différentes flores

Les méthodes utilisées sont celles décrites dans le cas du lait cru.
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Chapitre 5 Résultat et Discussion

5.1 Les analyses du lait de chevre

5.1.1 Les analyses physicochimiques

Le tableau ci-dessous représente les résultats des analyses physico-chimiques du lait de

chévre étudiée.

Tableau 1. Parameétres physico-chimiques du lait de chévre.

éces
Parameétres Lait de Chévre (Alpine)
pH 6,58+0,21
Acidité D° 18+1.52
Protéines (g/l) 35+1,5
Matiéres grasse (g/l) 35+£7,07
Matieéres séche (g/l) 106+11,54
Lactose (g/l) 38,85+1,62
Urée (mg/l) 391

5.1.1.1 pH
La valeur moyenne du pH du lait analysé est 6,58 £0,21 (tableau 1), ce qui est reste
proche au de Alais (1984), 6,45-6,8. D’autre par le lait de vache est de valeur trés proche de
notre résultat avec 6.75, selon FAO(1995) la valeur de pH qu’on a trouvée est proche de pH

de lait de vache

Le pH n’est pas une valeur constante et peut varier selon le cycle de lactation et sous
I’influence de 1’alimentation, Dans le cas ou le pH est inférieur a la norme cela indique une

acidification du lait, qui peut étre di a un stockage inadéquat (Diao, 2000).

5.1.1.2 Acidité

Le lait de chevre analysé présente une acidité titrable de 18+1.52°D, ce résultat est
supérieur de la norme. L’acidité du lait de chévre reste assez stable durant la lactation .Elle est
entre16D° et 17D° d’acide lactique (Veinoglou ef al., 1989).et aussi elle est supérieure de

I’acidité de lait de vache 16.8°D selon (Siboukeur, 2007).
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L’acidité du lait peut étre un indicateur de la qualité du lait au moment de la livraison
car elle permet d’apprécier la quantité d’acide produite par les bactéries (Joffin et Joffin,

2004).

Selon Aggad et al.,(2009), Kouniba(2007), I’acidité¢ peuvent étre liées au climat, au
stade de lactation, a la saison et a la conduite d’élevage notamment I’alimentation et 1’apport

hydrique.

5.1.1.3 Teneur en protéine
La valeur moyenne relevée pour 1'échantillon de lait caprin est 35+1.5 (g/) .cette

valeur est proche au lait de vache qui est 33.3g/1 selon Siboukeur(2007).

Par rapport a d’autres études sur le lait de chévre, Remeuf et Lenoir(1985) avec
27g/l et Vassal et al., (1994)avec 27g/1 Raynal-Ljutovac et al (2008) avec 26g/l, marque la

supériorité de teneur en protéines totale de nos échantillon.

Alors des moyennes telles que 35Gg/l (Decandia et al., 2007) ,37g/l(Berger et al., 2004) et

38g/1(Zahraddeen et al., 2007), confirment 1égérement nos résultat en matiére protéique.

5.1.1.4 Taux de matiére grasse
Le résultat obtenu montre que le lait de chévre est riche en matieére grasse par une
teneur de 35+7.07 (g/l) cette derniére est ce rapproche de celle (Voustinas ef al., 1990) avec
34.4(g/1) par contre le lait de vache est 30(g/l ) selon FAO(1995).

le lait de chevre est plus riche que le lait de vache en acide gras et plus sujets a la

lipolyse, laquelle provoque 1’apparition d’une odeur rance. (Chilliard, 1996).

5.1.1.5 Matiére séche

La valeur enregistrée concernant la matiére séche d'échantillons du lait étudié est
106£11.54 (g/1) Cette valeur est supérieur a celle trouvée par Rayanal-Ljutovac et al. (2008).
avec 116 (g/l) et Zahraddeen et al. (2007). a 115,3(g/).

Mais la valeur €levée en matiere séche enregistrée par Cassinelloc et Pereira (2001),

156,5 (g/1) pour le lait de chévre est supérieure a nos résultat.

La teneur en matiere seche peut étre influencée par des facteurs comme 1’alimentation

de I’animal et la saison.(Cassinelloc et Pereira, 2001).

5.1.1.6 Lactose
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Le lactose est un sucre spécifique du lait (Hoden ef al ., 1985).il est entre 48 a 50 g/L,
soit environ 5% (4,8 a 5,2% (Fayolle, 2015).

Le résultat obtenu de lait analysé est 38.85+1.62 (g/l). La teneur en lactose est proche a
celle rapportée par (Mehaia et ALkanhal, 1992) (41g/1). Mais inferieures a celle présent par
(Veinoglou et al.,1982; Roudj et al., 2005), présentant une variation allant de 44 a 47 g/l
Ainsi Decandia et al.,(2007) rapporte une valeur moyenne de 43,5 g/l, de méme que Lefrileux
et al.(2009), a 43,3 et Curtis(1983) qui avance 42(g/l) pour le lait caprin, en plus de 45.4 (g/1)
(Siboukeur, 2007).

5.1.1.7 Purée
Le taux d’urée est un excellent critére pour évaluer 1’équilibre énergie/azote de la ration,
rappelle Laurent Laloux (AWE, recherche & développement). Trop d’urée peut signifier une

ration trop riche en azote et/ou trop faible en énergie.

Le résultat obtenu montre qu’il y a un taux élevé en urée de 391.20mg/l .Un taux élevé
d’urée dans le lait peut étre causé par un exces de protéines dégradées dans le rumen ou un
exces de protéines non dégradées au niveau de I’intestin, en relation avec I’énergie disponible
pour les utiliser. Ce phénomene peut étre attribuable a un taux excessif de protéines brutes, a
un manque d’énergie fermentescible ou a un mauvais synchronisme des vitesses de

dégradation ruminale respectives de la protéine et des glucides.(Wattiaux, 2015).

5.1.2 Les analyses microbiologiques

Tableau 2. les analyses microbiologiques du lait de chévre

Micro-oreanismes Limites microbiologiques
Produit analysée £ Résultats (ufc (1)/g ou ufc/ml) (J.O.R.A)
recherchées obtenue
M M
Germes aérobies a 30°C 8,92.10? 3.10° 3.10°
2 2 3
Lait cru Staphylocoques 0,516.10 10 10
Coliformes thermo 8,31.10? 5.10? 5.10°
tolérants
Salmonella Absence Absence dans 25 ml
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5.1.2.1 Germes aérobies a 30°C
Dans notre travail on trouve que le nombre de colonies des GA a 30C°dans le lait de
chevres est conforme aux normes (J.O.R.A, 2016). Selon Farris(2009) un lait de chévre est de

trés bonne qualité microbiologique quand il contient moins de 105 (g/ ml) du lait.

D’apres les résultats obtenus on conclure que le lait analysés présents en général une
charge microbienne moyenne. cela est probablement di au respect des régles d’hygiene a

savoir le nettoyage des mains, de la mamelle et de matériel de traite.

5.1.2.2 Staphylocoques aureus

Les résultats obtenus présentent un nombre 0,516.10% de Staphylococcus aureus dans le
lait, cela veut dire que le lait est conforme a la norme (J.O.R.A, 2016).cette conformité est
I’ceuvre d’une bonne hygiéne du personnel chargé a la traite ainsi que la bonne santé de

I’animal (la mamelle).

5.1.2.3 Coliformes thermo tolérant
D’apres nos résultats le nombre de coliformes thermo-tolérant est 5.10%< 8,31.10%<

5.10%, ce signifie que notre produit analysé est conforme aux normes J.O.R.A(2016).

Selon Labioui et al. (2009).sont des indicateurs de contamination d’origine fécale, ils

permettent de juger 1’état hygiénique d’un produit.

Il s’agit donc plutot de marqueurs de mauvaise maitrise d’hygiéne ainsi qu’a la

mauvaise manipulation.

5.1.2.4 Salmonella

Les résultats des analyses de la recherche de salmonella indiquent leur absence totale
dans le lait a analysés. ce qui confirme a produit analysé est conforme aux normes du J.O.R.A
(2016). L’absence de ce groupe microbien pathogéne montre que notre produit n’est pas

contaminé.

Selon GUY(2006).La principale source de contamination serait I’excrétion fécale de
salmonelles, dissémination de la bactérie dans I’environnement, puis contamination de la peau
des mamelles Donc notre résultat confirme que les animaux producteurs des laits sont en

bonne santé et ne représentent pas des mammites.et du matériel de traite.
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5.2 Caractérisation de I’extrait enzymatique

Tableau 3. L’unité d'activité coagulante et la force des enzymes animal et végétal.

L’enzyme animal L’enzyme végétal
U.A.C (U.P) 20 0,56
F : Force de I’enzyme 1/4800 2 /136 ,36

Le tableau 3 présente 1'unité d'activité coagulante et la force des enzymes on observe
que I’enzyme animal a une activité¢ coagulante 20U.A.P et une force de 1/4800ml plus élevé

que I’enzyme d’origine végétal 0,56 U.A.P et 2/136,36ml.

Les résultats obtenues est concordent a celle trouvées par Nouani (2009).Force 1/400 et
1/10000 pour I’extrait végétal et I’extrait animal respectivement et une activité coagulante de

I’extrait végétal trés faible par apport au I’activité coagulante de 1’extrait animal.

5.2.1 L’effet de température du lait sur Pactivité coagulante des deux enzymes

végétal et animal.
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Figure 4. L'effet de température du lait sur 'activité coagulante des enzymes.

Les résultats rapportés dans la (Fig.4) indiquent que I’activité coagulante de I’extrait
végétal et de la de I’extrait animal augmente proportionnellement avec 1’élévation de

température jusqu’a 35°C pour I’extrait animal puis I’activité diminue au de la 40C° , elle
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atteint un maximum a 60-65C° pour I’extrait enzymatique végétal, puis diminue au-dela de
65°C (dénaturation des protéines).Les enzymes d’origine végétale se caractérisent par des
températures optimums d’activité bien supérieures a celles observées dans le cas de 1’extrait

animal.

Par contre plusieurs auteurs, qui ont précisé que les protéases d’origine végétales sont
trés thermostables, et elles ont généralement une température optimum d’activité beaucoup
plus élevée que celle des protéases d’origine animale (Roseiro et al., 2003 ; CHAZZARRA et
al., (2007) ; Claverie et Hernandez, 2007 ; Nouani , 2009).

5.2.2 L’effet de CaCl2 du lait sur activité coagulante
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Figure 5. L’influence de concentration de CaCl2 sur I’activité coagulante des enzymes.

L’addition du chlorure de calcium au lait, pratique courante en fromagerie, a pour effet

de réduire le temps de coagulation.

La (Fig.5) montre I’influence de la concentration de CaCl, sur I’activité coagulante de

I’extrait végétal et celle de I’extrait animal.

On observe que ’activité¢ coagulante augmenté proportionnelle a la concentration de
CaCl,. Elle atteint un maximum de 2U.A.C et 20U.A.C pour ’extrait végétal et de 1’extrait

animal respectivement.

Nos résultats concordent avec ceux obtenus par plusieurs auteurs qui ont mis en

¢vidence I’effet des ions Cat++ dans le processus de coagulation enzymatique des laits

30



Chapitre 5 Résultat et Discussion

(Najera et al.,2003 ; Chazarra et al.,2007; Nouani, 2009 ) contrairement a Lo Piero et
al.,(2002) qui rapporte que 1’addition du CaCl2 n’affecte pas l’activité catalytique de la
lettucine(enzymes) sur la caséine entiere. Pour les concentrations supérieures, I’activité baisse
par un effet inhibiteur de I’ion calcium. Ceci s’explique par I’inhibition des caséines du lait

(Cheftel et al., 1985).

5.2.3 L’influence du pH du lait sur I'activité coagulante des enzymes
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Figure 6. L’ influence du pH du lait sur l'activité coagulante des enzymes

La fig6 : montre I’influence de pH sur ’activité coagulante de deux enzymes d’origine
animal et de d’origine végétal on observe une activité optimal a pH 6 pour I’enzyme animal
par contre I’enzyme végétal a une activité optimal a pH 7.puis une inactivation totale au

pH7.5 pour les deux enzymes .

Ces résultats sont différent que celle trouvée par Claverie et Hernandez, (2007);
Nouani(2009) qui indiquent que 1’extrait enzymatique animal et 1’extrait enzymatique végétal

sont plus actifs a des pH acides de 3 j’jusqu’a 5.

Selon (Nouani, 2009)., a pH proche de la neutralité, la perte d’activité est tres
importante (80 a 90%) résultat similaire observé par Chazzara et al. (2007) sur la protéase de
chardon (Cynara cardunculus) . par contre on trouvée que la protéase de I’extrait végétal

reste active a pH neutre et perd leur activité a pH7, 5.
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5.3. Les analyses physicochimiques et microbiologiques du fromage frais fabriqué

5.3.1 Essai de fabrication du fromage frais a partir P’extrait végétal ( fleur de
chardon) et ’extrait animal (la présure )

Pour avoir l'influence de 1’extrait coagulant de 1’extrait végétal (fleurs de cardon) sur la
technologie de fabrication, la qualité de fromage comparais avec le fromage obtenue par

I’extrait animal ( la présure).

Figure 8. Fromage obtenue avec l'extrait animal( la présure)
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5.3.2 Les analyses physicochimiques

Tableau 4. Les analyses physicochimiques de fromage frais fabriqué par I’extrait animal et

I’extrait végétal.

Parametres Fromage a extrait animal Fromage a extrait végétal
pH 4,3+0,3 3,67+0,017
L’acidité (D°) 18+0,1 55+0,00
MG (g /L) 18,5+1,41 12,25+1,06
MS % 53 ,84+0,00 38,88+0,00
Rendement g/l 30,50 35,14
L’humidité % 46,6%0,00 61,12+0,00
MG/MS% 0,34 0,31
5.3.1.1 pH

Les résultats obtenus montrent que pH de deux fromage analysés est acide des valeurs
de 4,3 et 3,6 ont été enregistrées pour fromage a 1’extrait animal, fromage a I’extrait végétal

respectivement .on observe le pH de fromage (EV) 1égérement plus acide que fromage a

(EA). notre résultat obtenus est inférieure que celle obtenus par (Oguga,1987 ;Yahia et

Yekhou, 2016).avec 5,9 ;6,2 pour I’extrait animal et I’extrait végétal respectivement.

5.3.1.2 Pacidité
D’apres les résultats obtenus on observe la valeur de 1’acidité de fromage fait avec (EA)
est 18D°par contre I’acidité de fromage a (EV) est plus ¢élevé 55D°. L’acidité de fromage a

I’extrait végétal obtenue est élevé que trouvée par (Luisa .R et al., 2003).

5.3.1.3 Matiére grasse
La matiere grasse de fromage a (EA) de valeur 18g /1 est élevé par apport au fromage
fait avec (EV),12,25 g/l , les valeurs obtenus sont inferieur que les valeurs trouvées par

(Oguga et al.,1987)avec 29 ;26 pour I’extrait animal et végétal respectivement.
5.3.1.4 Matiére séche

La teneur en maticre séche des fromages fabriqués est 53,84g/l et 38,88¢g/l pour a
I’extrait animal, 1’extrait végétal respectivement, on observe que le fromage a (EA) a une
valeur plus ¢éléve que le fromage a (EV) Cette différence dans I’extrait sec total est due

principalement aux types des caillés obtenus. Ces valeurs sont inferieur a celle trouvées par
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(Manuela Barbosa et al.,1976).(62,1¢g/1 ;61,7g/1) pour le fromage gruyere.

L’extrait sec total varie selon le type du fromage. Il est influencé par la composition
initiale du lait, le type de coagulation ainsi que le type d’égouttage (les fromages a pate
pressée ont un extrait sec totale nettement supérieur a celui des autres fromages) (Alais,

1984).

5.3.1.5 Rendement

Le rendement est la quantité de fromage obtenu a partir d’'une quantité indiquée de lait.
C’est le paramétre le plus important du point de vue économique dans 1’industrie laitiere
(Huppertz et al.,2006; Bittante et al.,2013). 1l refléte aussi le bon déroulement des conditions

de fabrication.

Les rendements obtenus pour les essais réalisés sont 30,50g/1; 35,14¢g/l : pour les
fromages issus de la coagulation par I’extrait végétal, ’extrait animal respectivement.les
valeurs obtenues sont supérieur a celle trouvé par (Manuela Barbosa et al.,, 1976 ). pour le

fromage gruyere, et (Oguga et al., 1987).

5.3.1.6 L’humidité
Est un valeur indiquent le taux d’eau présent dans un aliment, a partir ce valeur on peut

détermine s’il le produit analysée est humide ou semi-humide.

D’apres les résultats obtenus la teneur en eau dans les fromages est 46,6% ; 61,12% de
I’extrait animal et 1’extrait végétal respectivement, donc on peut dire que le fromage préparé

avec I’extrait végétal est plus humide que le fromage fait avec I’extrait animal.

Résultat obtenu est similaire a celle trouvée par (Oguga et al., 1987).44-80,49-70.de

fromage préparé avec 1’extrait animal et avec 1’extrait végétal respectivement.

5.3.1.7 Le rapport MG/MS

Le rapport Gras/ Sec présente la teneur en MG et en EST des caillés, il est plus élevé

pour le fromage de 1’extrait animal qui est égale 0,35%et 0,31% pour ’extrait végétal.

Selon MSDA(2004) et d’apres le teneur en MG/MS obtenus on peut classés notre

produit comme fromage trois quart gras.
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5.3.3 Les analyses microbiologiques
L’analyse microbiologique a pour but de vérifier la qualité hygiénique d’un aliment.

Tableau 5. Les analyses microbiologiques de fromage préparé avec I’extrait animal et
I’extrait végétal.

Limites microbiologiques
Micro-organismes Résultats (ufc (1)/g ou ufc/ml) (J.O.R.A)
Produit analysée | recherchées obtenue
m M
Staphylocoques 0.715 .10% 10° 10*
Fromages a EA Escherichia coli | Absence 5.10* 5.10°
Salmonella Absence Absence dans 25 g
Staphylocoques 0.645 .10% 10° 10*
Fromages a EV
Escherichia coli | Absence 5.10* 5.10°
Salmonella Absence Absence dans 25 g

Tableau 5 présent les analyses microbiologiques de deux fromages avec EA et EV

respectivement on note :
e L’absence totale de Escherichia col et Salmonella dans les deux fromages.

e La présence de Staphylocoques dans les deux fromages (2 EA et EV) par

nombres faibles ne dépasse pas les normes.

Selon Mahaut et al. (2000). la production du fromage de chévre de qualité sanitaire
satisfaisante est évidemment possible a condition de respecter les régles d’hygiéne applicables

au niveau de la production et de la transformation du lait.

L’analyse microbiologique montre que selon les normes fixées par J.O.R.A(2016).

Notre fromage de chévre qui est fabriqué avec EA et EV est satisfait.
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Conclusion

Conclusion

Cette étude consiste a la fabrication d’un fromage frais, en utilisant un lait cru de chevre
de race Alpine en présence d’un agent coagulant extrait de fleurs chardon (extrait végétal) et
la présure animale. A travers cette étude, nous avons évalué les parametres physicochimiques
et microbiologiques du lait de chévre (matiere premiere). En se référant aux normes (J.O.R.A,

2016).

Les analyses physico-chimiques a montré que le lait collecté présente globalement une
composition satisfaisante. Il est important de signaler a ce niveau que les cheévres produisent

un lait plus au moins riche en différents nutriments, avec :

- Un pH de 6,58+0,21, une acidit¢ d'une moyenne de 18+1.52°D, un taux de matiére
grasse estimé en moyenne a 35+7,07 g/l; une moyenne d’extrait sec total de106+11,54 g/1, un
taux protéique avec une moyenne de 35+1,5 g/, un taux de lactose avec une moyenne de
38,85+1,62 g/, un taux d’urée une moyenne de 391mg/l. Sur le plan bactériologique, on
constate la présence de Germes aérobies a 30°C, Staphylocoques, Coliformes thermo tolérants
mais les valeurs sont faibles et restent acceptables, 8,92.10%> ufc/ml, 0,516.10% ufc/ml,
8,31.10? ufc/ml, respectivement. Concernant les Salmonelles on a observé leur absence

totale, ce qui indique la bonne qualité du lait.

Concernant le fromage frais fabriqué par les deux extraits, soit animal (présure) ou
végétal, les résultats montrent que pour le fromage a présure a un pH de 4,3+0,3, I’acidité a
une moyenne de 18+0,1D°, matiere grasse est de 18+1,41 g/l, matic¢re seche d'une moyenne

de 53 ,84+0,00¢g/1, et du rendement 30,50g/1.

pour le fromage a extrait de chardon: le pH est de 3,67+0,017, I’acidité est d’une
moyenne de 554+0,00D°, la matiére grasse est de 12+1,06 g/1, 1, et du rendement 35,14g/1 ce

qui dépasse le rendement fromager en utilisant la présure animal.

Sur le plan microbiologique on a remarqué la présence de Staphylocoques dans les
deux fromages avec présure et avec l’extrait de chardon; 0,718 .10> et 0.645 .107
respectivement et I’absence totale d’Escherichia coli et de salmonella ; ce qui confirme que la

qualité bactériologique des fromages fabriqués est acceptable.

Pour conclure, nous pouvons dire que les résultats obtenus semblent intéressants

d’autant plus qu’ils montrent la possibilité d’obtention d’extraits enzymatiques (extrait de
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chardon), capables de remplacer la présure dans 1’industrie fromagere en partant des pratiques
traditionnelles. Ces extraits sont obtenus a partir de matiéres assez disponibles et

inexploitables.

En perspective, cette étude pourrait étre enrichie par d’autres essais de production,
I’é¢tude des paramétres influencant 1’activité de I’enzyme afin d’améliorer la qualité et le
rendement, possibilité d’utilisation de I’extrait brut du cardon pour la fabrication d’autres

types de fromages et envisager la purification de I’enzyme.
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Figure 10.Staphylococcus aureus dans le lait crus
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Annexe2

Figure 11. Staphylococcus aureus dans le fromage fait avec 1'extrai animal.

Figure 12. Staphylococcus aureus dans le fromage fait avec I'extrai végétal.



Annexe

Figure 14. Centrifugeuse de Gerber
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Annexe3

Tableau. Classification de fromages (FAO/OMS., (1999)).

Type

Caractéristique

Exemple

Fromages frais a pate

fraiche

Caill¢ lactique, égouttage
peu poussé, pas d’affinage

Fromage blanc, petits suisses

Fromages a pate molle

pas d’égouttage, affinage

Camembert

Fromages a pate pressée

cuite

pressage, affinage

Caillé mixte / présure,

Gouda, cheddar

Fromages a pate pressée

non cuite

affinage

Caillé présure, chauffage
du caillé , pressage,

Tomme, Comté

Tableau. Composition moyenne des principaux fromages pour 100 g (Eck et Gillis, 2006).

Constituants Fromage frais Fromage a pate molle | Fromage fondu

Eau(g) 80 50 48

Glucides(g) 4 4 2.5

Protéines(g) 7.5 24 22

Lipides(g) 8,5 20 18

Vitamine(UI) 100 400 680

Calcium(mg) 40 700 1650

Sodium(mg) 170 1010 1200
Annexe4

Recherche Des Salmonella Selon (J.O.R.A).

Principe

2.1Pre-enrichissement dans un milieu liquide

Ensemencement de la prise d'essai dans le milieu de pré-enrichissement approprié, puis

incubation a 37 ° C durant 16h a 20h.

2.2 Enrichissement dans des milieux liquides sélectifs

— Ensemencement d'un milieu au tétra thionate et d'un milieu sélénite-cystine avec la

culture obtenue (2.1)
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— Incubation du milieu au tétra thionate a 43 °C et incubation du milieu sélénite cystine

a 37 °C durant 2 périodes de 18h a 24h.
2.3 Isolement et identification

A partir des cultures obtenues (2.2), ensemencement des 2 milieux sélectifs solides
gélose au rouge de phénol et au vert brillant et gélose au sulfite de bismuth. Incubation a 37 ©
C et examen apres 20h a 24h, et si nécessaire, apres 40h a 48h, pour controler s'il y a présence

de colonies, présumées étre des salmonella en raison de leurs caractéristiques.
2.4 Confirmation

Repiquage des colonies présumées de Salmonella (2.3) et confirmation au moyen des

essais biochimiques et sérologiques appropriés.
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Résumé
L’objectif du présent travail est I’étude comparative de I’aptitude fromagere du lait de chévre (race alpine), en
utilise un extrait animal et un extrait végétal, on réalisant 1’extraction et la caractérisation d’enzymes des fleurs
de cardon (Cynara cardunculus) et I'étude de la possibilité de leur emploi en industrie fromagére comme
succédané de présure. Le travail a porté sur I’extraction de 1’agent coagulant a partir de fleurs récoltées
localement, et a la caractérisation de 1’extrait enzymatique obtenu. enfin, la réalisation d'essais de production de
fromages frais.

Les principaux résultats obtenus ont montré que 1’extrait de fleur de chardon présente une activité coagulante de
0,56 U.P. et une force coagulante de 2 /136 ,36 Pour la présure 1’activité coagulante est de20 U.P. et la force
coagulante de 1 /4800.

Les fromages obtenus avec I’extrait des fleurs de cardon présentent une texture assai proche au celle fabriquée
par la présure, le rendement fromager était relativement similaire. Ainsi, nous suggérons la possibilité de
substitution de la présure par I’extrait des fleurs de cardon dans la fabrication des fromages, tout en envisageant

I’étude des moyens de promouvoir un meilleur rendement fromager.

Mots clés : succédané de présure, chardon, Cynara cardunculus, I’agent coagulant

Abstract

The aim of the present work is the comparative study of cheese making ability of goant’s milk (alpine) , using
an animal extract and a plant extract, we realize preparation and the characterization of the cardoon flowers
(Cynara cardunculus) extract, as well as the study of its potential use as a calf rennet substitute. The work
consisted of the coagulant agent extraction from flowers locally harvested, and of the characterization of the
enzymatic extract obtained. The comparaison between the cardoon floral extract and calf rennet.

The main results obtained have shown that the extract of the cardoon flowers (Cynara cardunculus) coagulant
activity of 121,69 UP and a force coagulant 1/42059. For a calf rennet coagulant activity is 18.61 UP and the
force coagulant 1/6041.

Soft cheeses obtained with cardoon flowers extract present a stracter simeler to cheeses obtaned by a calf rennet
and the yield is relatively same as a yield of cheese a calf rennet. Thus, we suggest the possibility of the
substitution of calf rennet with cardoon flowers extract in the manufacturing of cheese, meanwhile considering
the study

Keywords: Cardoon flowers, coagulant agent, calf rennet substitute, interactions, soft cheese. Of

means for promoting a better cheese yield.




