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Résumé

En vue de valoriser les extraits enzymatiques issus des caillettes de
dromadaire,nous nous sommes proposés d'utiliser des extraits coagulants issus de
dromadairesde différentsages (1, 2, 4,6 et 8ans), vivant dans la région d'Ouargla, que
nous avons dénommé ECD1, ECD2, ECD4, ECD6 et ECD8 pour la coagulations des
laits bovin et camelin  afin d’appréhender une éventuelle variation dans le
comportement des caséines de ces deux laits vis-a-vis de la coagulation enzymatiqueet
proposer un succédané de la présure commerciale dont la pénurie mondiale est
ressentie ces dernieres années. La pepsine et la présure bovine ont été utilisées a titre
comparatif. L'activité coagulante des ECDs et celle de la pepsine et de la présure
bovines ont été déterminées.Les résultats ont montré que la valeur la plus élevéedes
activités coagulantes est obtenue pour les ECD issus des dromadaires agés (ECD8
avec0.34UP et ECD6avec0.30UP). Cependantla valeur la plus faible est enregistrée pour
la pepsine bovine (0.159UP). Par ailleurs le calcul de temps de floculations a révélé que les
ECD &gés sont caractérisés par des temps de floculation faibles comparativement a la pepsine
et la présure bovine.Le calcul des rapports de temps de floculation des laits bovin et
camelina révélé une plus grande affinité des ECDs, notamment de 1’animal 4gée pour
les caséinesétudiées. L’optimisation des conditions d’emprésurage a révélé que 42C°
est la température optimale de la coagulation. Il ressort de cette étude que les enzymes
coagulantes d’origine camelineconstituent une trés bonne alternative pour 1’industrie

fromagére.

Mots clés: activité coagulante,caillette, dromadaire, enzyme coagulante,fromage, lait,

unité présure.



Abstract

With a view to enhancing the value of enzymatic extracts from camel curds, we
proposed to use coagulating extracts from camels of different ages (1, 2, 4, 6 and 8
years), living in the Ouargla region, which we named ECD1, ECD2, ECD4, ECD6 and
ECDS8 for the coagulation of bovine and camel milk, in order to understand any
variation in the behavior of caseins from these two milks with regard to enzymatic
coagulation, and to propose a substitute for commercial rennet, which has been in
short supply worldwide in recent years. Pepsin and bovine rennet were used for
comparison. The coagulant activity of ECDs and that of bovine pepsin and rennet were
determined. The results showed that the highest coagulant activity values were
obtained for ECDs from aged dromedaries (ECD8 with 0.34UPand and ECD6 with
0.30UP). However, the lowest value was recorded for bovine pepsin (0.159UP).
Furthermore, the calculation of flocculation times revealed that aged ECDs are
characterized by low flocculation times compared to pepsin and bovine rennet.
Calculation of the flocculation time ratios of bovine and camel milk revealed a greater
affinity of ECDs, particularly aged ECDs, for the caseins studied. Optimization of
renneting conditions revealed that 42°C is the optimum temperature for coagulation.
This study shows that camelina coagulating enzymes are a very good alternative forthe
cheese industry.

Key words: coagulating activity, rennet, dromedary, coagulating enzyme,
cheese, milk, rennet unit
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Introduction

Introduction

Le lait constitue un produit de base dans le modeéle de consommation.L’Algérie est
considérée comme parmi les pays les plus consommateurs du lait et ses dérivés dans le
monde, pour cela on recourt toujours a I'importation de ce nutriment de base sous forme de
poudre, de matiére grasse et de produit dérivés pour recouvrir les besoins de la
population(BENYAHIA KRID, 2010)

La composition moléculairedu lait peut étre tres différente d'une espéce a une autre. Parmi ces
constituants, on retrouve les globules de la matiére grasse (en émulsion dans la phase
aqueuse) et les micelles de caséines constituant protéique majeure de cettematiére. La phase
aqueuse est essentiellement composée d’eau, de sels minéraux, de lactose et de matiéres
azotées (ADOUI F., 2007). La transformation du lait en fromage est une méthode de
conservation de lait trés largement utilise dans le monde au plan artisanal et industriel.

La coagulation du lait consiste a la formation d’un gel ou caillé, suite & des modifications

complexes, tant physiques que chimiques de ces constituants principalement les caséines.

Le premier agent coagulant est la présure. Cette enzyme se trouve dans les caillettes de
jeunes ruminants, a ’allaitement. Il faut, en moyenne 4 caillettes de veaux pour produire une

tonne de fromage (ALAIS 1984, BAUERet al., 2010). L’essor de I’industrie des fromages,

demande de plus en plus de présure, les restrictions sur 1’abattage des ruminants et le refus
des présures par les pays musulmans, au vu du rituel non Halal de 1’abattage, ont causé une
pénurie mondiale de présures. A cet effet, la recherche d’autres agents coagulants, s’est
accentué pour aboutir a des produits donnant les mémes fromages que ceux a la présure de

veaux a un prix de revient inférieur (ADOUI F., 2007).

L’Algérie, dépendante de 1’étranger pour ces présures, connait des essais de travaux.
Transformation et Elaboration des Produits Agro-alimentaires (ADOUI F., 2007.et
BENYAHIA KRID, 2010)

Dans ce travail, nous nous sommes proposés a valoriser 1’extrait coagulant d’origine
camelineet réaliseruneétudequiviseen premier lieu a avoir les possibilités de
conservation et de transformation des laits camelin et bovinet a la création de laiteries.
Nous nous sommes proposé d’étudier, l'action des extraits coagulants gastriques des
dromadaires de différentes age (lan2ans 4ans 6ans et 8ans) surl’activité coagulante et

l'activité protéolytique de lait camelin et bovin, nous proposons d’étudier la caractérisation

:[1UW]Commentaire ]

:[2UW]Commentaire




Introduction

des extraits gastriques coagulants de dromadaires en fonction de déférentes 1’age pour voir la

relation pouvant exister entre 1’Age de I’animal et de la température et du pH a I’emprésurage.

Notre travail comprend deux volets complémentaires :

«+ L'extraction des enzymes coagulantes extraits des estomacs de dromadaire.

«+ Caractérisation des extraits par :

v’ La détermination de leur activité coagulante ;
v La détermination de I'activité protéolytique ;
v" L’influence des ECD sur le temps de floculation en fonction de la

température et du PH a I’emprésurage.
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I. Généralité sur le dromadaire

1.1 Apercu sur le dromadaire

Le chameau appartient a la famille des camélidés, représentée par le dromadaire ou
Camelus dromedarius (ayant une seule bosse) et par le chameau a deux bosses Camelus
bactrianus (FAYE B. 1997).

Le chameau est synonyme du nomadisme en milieu désertique. En effet, sur ces
vastes territoires arides, il procure du lait, de la viande et de la laine. De plus, c’est le
moyen de transport des biens et des personnes le mieux adapté pour ces parcours
sablonneux et par moment escarpés, sous des conditions climatiques les plus défavorables.
Le dromadaire est un mammifére domestique, Sa taille peut atteindre jusqu'a 225centimétres,
de poids entre 450 et 900 kilogrammes (SIBOUKEUR, 2007).

Les ¢élevages sont la plupart du temps de type extensif traditionnel, mais 1’élevage intensif
est pratiqué aussi dans certaines régions du monde. La durée de lactation varie entre 9 et
18 mois (FAYE B. 1997).

1.2. Répartition géographique

L’aire de répartition géographique du dromadaire, se situe, aux niveaux des zones
tropicales et subtropicales et s’étend, des régions arides et semi-arides du nord de 1’Afrique

(Mauritanie) jusqu’au nord-ouest du continent asiatique (Chine).

Selon les statistiques de la FAO (2003), la grande majorité de cette population (84%)
sont des dromadaires (Camelus dromedarius) qui vivent dans les régions arides du nord et du
nord-est de 1’Afrique. Le reste (6%) sont des « bactrians » (Camelus bactrianus) qui sont des
chameaux a deux bosses peuplant les régions froides de 1’Asie. Ce nom leur a été donné, par
référence a la région de "Baktriane", située au nord de 1’Afghanistan, ou cette espece était
initialement implantée (FARAH, 1993). L'effectif camelin algérien est réparti sur 17
wilayates, avec 75% du cheptel dans huit wilayates sahariennes : Ouarglaghardaia, EI-Oued,
Tamanrasset, Illizi, Adrar, Tindouf et Béchar et 25% du cheptel dans neuf wilayates

steppiques : Biskra, Tebessa, Khenchela, Batna, Djelfa, EI-Bayad, Nadma, Laghouat et M'sila.

1.3.Importance économique
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1.3.1. Effectif du cheptel
Le cheptel camelin total recensé dans le monde est d’environ 25 millions de tétes
selon les estimations de la FAO (2010). Ce chiffre semble bien en dessous de la réalité car le
caractére nomade de 1’élevage camelin ne facilite pas le recensement des effectifs. L’ Afrique
héberge a elle-seule 80% du cheptel mondial, dont 60% se concentre au niveau de la Somalie
et le Soudan. Le nombre de tétes du cheptel camelin algérien a été estimé par la FAO a

345 000 en 2013, alors qu’il n’était que de 150 870 en 1997. Malgré ces adaptations,
le dromadaire ne pouvait survive sans I’homme. C’est ’homme qui le guide dans ses
déplacements a la recherche des points d’eau et de 1’alimentation nécessaire a sa survie (FAO,

1965).

1.3.2 Production laitiére

L’estimation exact du rendement laitier reste difficile car, cette derniére présente
des variations importantes en fonction de plusieurs facteurs qui peuvent étre d’origine
physiologique (nombre de chambellage, époque de lactation, 1’état sanitaire de I’animale
et Dactivité pratiquée par animal), génétique (especes, race), zootechnique. D’apres les
statistiques officielles éditées par laFAQ, la production mondiale du lait de dromadaire
et de chameau se montait en 2002a 1.283672 tonnes de lait par période de lactation de 9
a 18 mois.Il n’est pas rare d’obtenir des moyennes de production comprises entre 3000

et 8000 Kg de lait et des valeurs quotidiennes de 1’ordre de 20 litres (CHEHMA, 2004).

1.4. Particularités anatomiques et physiologiques
1.4.1 Disposition de I’estomac

Le dromadaire, comme les vrais ruminants, est un polygastrique, mais il se
singularise néanmoins par des différences avec les autres ruminants sur le plan de la
conformation et de la structure de 1’estomac (EMAet al,1980). Globalement, on peut
distinguer 4 réservoirs gastriques (compartiments) : le rumen, le réticulum, I’omasum et
I’abomasum (figure 1).

Selon (YAGIL, 1985 ; TITAOUINE, 2006), le rumen est la partie qui débouche
sur I’cesophage et correspond a un réservoir large ayant une capacité de 100 a 130 litres.
Le réticulum, en forme de poire, est partiellement séparé du premier compartiment, car il
n’y a pas de sphincter. Sa muqueuse interne présente une structure alvéolaire. L’omasum

est un organe tubulaire long et cylindrique qui ne se distingue pas, vu de I’extérieur, de
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I’abomasum. Il est visible de I’intérieur par une séparation marquée par la cessation des
plis. C’est I’organe qui contient les glandes tubulaires sécrétrices. L’abomasum (appelé
aussi caillette) est la dilatation de 1’omasum et constitue 1/5 du volume de ce dernier.Cette
partie est plus petite par rapport aux autres ruminants. Elle est tapissée d’une muqueuse
épaisse et forme de gros plis. La caillette correspond a 1’estomac proprement dit chez les
ruminants. C’est le seul secteur possédant des glandes digestives. Sa muqueuse est
sécrétrice, elle est garnie de nombreux replis qui se disposent a la maniére de valvules

s’opposant au reflux des aliments
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T t \ Om emuu\ //_"*—;:?

- e e

\,\].nm —— / Dodenum
Rumen =
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Figure 1 : Anatomie de ’appareil digestif d 'un ruminant et d'un camélidé (FAYE, 1997).

1.4.2. Adaptations physiologiques

Les études comparatives menées sur le régne animal ont montré que l'espéce
cameline, bien que classée parmi les ruminants, présente certaines analogies avec les
équidés et les porcins. Cette espéce se caractérise par des particularités anatomiques et

fonctionnelles qui expliquent son adaptation particuliére au milieu désertique.

Grasse a sa bosse qui est un amas de graisse, le dromadaire se refroidit mieux,

transforme cette matiére grasse en eau selon les besoins et connait des variations
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importantes de sa température interne de 1’ordre de 8°C (34-42°C) selon les conditions
du milieu (RAMET, 1993 ; FAYE, 1997).

Le dromadaire est aussi connu pour sa remarquable qualité adaptation a la
sécheresse. Cet animal est 1’un des rares mammiféres capables de perdre un tiers de son
poids en eau sans mettre sa vie en danger et peut récupérer son poids initial aussi
rapidement aprés abreuvement. Dans ces dispositions particulieres, les estomacs
constituent le plus important réservoir hydrique de 1’organisme.

Au niveau métabolique, deux aspects distinguent le dromadaire des autres ruminants
domestiques :

- La glycémie est proche de celle des monogastriques (environ 1g/L) d’ou un
métabolisme énergétique particulier caractérisé par une néoglucogenése active (rénale
et hépatique) et une faible cétogenese ;

- Le recyclage tres actif de 'urée qui rejoint le tube digestif via la salive ou
I’épithélium durumen. Ces caractéristiques signent 1’adaptation de I’animal & des
situations transitoires de sous-alimentation énergique ou azotée.

Concernant la physiologie digestive, le dromadaire présente une meilleure
capacité a digérer les fourrages pauvres que les ruminantsdomestiques(FAYE B. 1997).

I1.Coagulation du lait

La coagulation du lait constitue une forme ancestrale de conservation des protéines,
de la matiére grasse ainsi que d’une partie du calcium et du phosphore, dont les qualités
nutritionnelles et organoleptiques sont appréciées par 1’homme dans presque toutes les
régions du globe (BERRIDGE N.J. 1954), en industrie fromagere, le procédé choisi pour la
coagulation a un large effet sur la texture du produit fini (HAUF M., 1982).

Cette coagulation résulte d’un changement irréversible du lait de 1’état liquide a
I’état semi solide appelé gel ou coagulum (CECCHINATOET AL., 2012). 11 s’agit de I'étape
la plus importante pour réussir un fromage, en effet, les caractéristiques physicochimiques du
gel conditionnent I’aptitude a 1’égouttage et les caractéristiques finales du fromage (HSIEH et
PAN, 2012). Les mécanismes de la formation du coagulum différent totalement suivant que
ces modifications sont induites par acidification ou par action d’enzymes coagulantes
(animales, végétales et microbiennes (LEFEBVRECASES et al., 1998).

11.1.1 Coagulation acide

La coagulation par voie acide est provoquée par l’acide lactique d’origine

bactérienne, qui transforme le lactose en acide lactique. Le pH du lait de fromagerie diminue



Chapitre Etude Bibliographique

avec la production d’acide. Ce qui provoque une solubilisation du phosphate et du calcium
colloidal, un élément important dans la stabilité des micelles de caséine. Ces derniéeres vont se
lier entre elles et former un gel cassant trés friable et peu élastique (MIETTON, 1995). Si
’acidification est rapide par addition d’un acide minéral ou organique, il y a floculation des
caséines a pH 4,6 sous la forme d’un précipité plus ou moins granul¢ dispersé dans le
lactosérum. Par contre, une acidification progressive, obtenue soit par fermentation lactique,
soit par hydrolyse de la gluconolactone, conduit a la formation d’un gel lisse homogéne qui
occupe entierement le volume initial du lait (MIETTON et al., 1994). La teneur en protéines
agit sur la coagulation acide. Un lait riche en protéines formera un caillé lactique plus ferme
(LOVISI PET AL 2003)

11.1.2 Coagulation Enzymatique

L’une des caractéristiques les plus importantes des enzymes en général,
etdesenzymescoagulantesenparticulier,estqu’ellessecommercialisentets’utilisentenprenant  en
compte bien sdr leur poids ou leur volume, mais aussi et surtout leur activité, ouconcentration.

Ces enzymes sont de différentes origines ; végétales, animales et microbiennes.
11.1.2.1Coagulation par les enzymes végétales

Il existe, dans divers pays, des plantes susceptibles de fournir des enzymes ayant la
propriété de coaguler le lait, d’une fagon générale, ces diverses préparations végétales ont
donné des résultats assez décevants en fromagerie car elles possedent le plus souvent une

activité protéolytique tres élevée et produisent des fromages amers (LOVISI PET AL 2003)

11.1.2.2Coagulation par les enzymes animales

Différentes enzymes d’origine animale sont utilisées dansl’industrie fromagere telle que la
présure et la pepsine. Chaque enzyme a ses propres caractéristiques chimiques et

cinétiquesreprésentées dans le tableau 1.

Tableaul : Paramétres physicochimiques de la présure animale
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11.1.2.3. Structuredesenzymescoagulantes

11.1.2.3.1. Structureprimaire

La plupart des aspartyl-protéinases sont des molécules a chaine unique, dont la
massemoléculaire est comprise entre 32 000 et 39 000 Da et qui sont constituées de ~330
acidesaminés. Les protéinases aspartyles possédent deux résidus réactifs d'acide aspartique
dans leursite catalytique qui sont essentiels a leur fonction. Les deux résidus dacide
aspartique setrouventdansdeuxséquencescaractéristiques,Asp32-Thr-Gly-SerdansledomaineN-
terminaletunAsp215-Thr-Gly-Ser/ThrcorrespondantdansledomaineC-terminal.Lesrésidus Asp
sont responsables de [l'activation d'une molécule deau, qui sert de médiateur a
laréactionnucléophile.Liaison peptidiquescissile(YEGIN ET DEKKER,2013).



Chapitre Etude Bibliographique

11.1.2.3.2. Structuresecondaireettertiaire

La structure secondaire est a 13 % hélicoidale (9 hélices, 44 résidus) et a 48 %
defeuillet (29 brins, 158 résidus)(Andreeva N. 1991).cité par (UNIACKE-LOWEzet al, 2017).
Laprotéine contient trois disulfures (Cys 47 -Cys 52, Cys 207 -Cys 211 et Cys 250 -Cys 283)

etune cis -proline (Pro 25), qui est conservée dans la mucorpepsine, I'endothiapepsine et

lapepsineporcine(FARAH Z. 1993)

Une illustration de la structure tridimensionnelle de la chymosine est présentée

sur(figure2).La molécule existe sous forme de deux domaines séparés par la fente du site

actifdans laquelle les deux résidus aspartyl catalytiquement actifs (Asp 32 et Asp 215 Fig.3)

sontsitués avec leurs chaines latérales orientées vers la fente. La fente active peut accueillir ~

Trésidusdelak-caséineséquence(UNIACKE-LOWEET AL, 2017).

Figure 2 : Représentation schématique des structures secondaires et tertiaires de la

chymosine (UNIACKE-LOWE ET AL, 2017).

En Bleu montrant la fente du site actif dans laquelle s'insere la séquence
comprenantles résidus d'acides aminés 102-108 de la caséine x ((a) (FOLTMANN,

1987) ;citépar(UNIACKE-LOWEET AL, 2017).

Ladistanceentrel'oxygénecarboxyledesdeuxrésidusAspestde3,1.Legroupecarb

oxyle des résidus Asp est connecté via un réseau complexe de liaisons hydrogeéne et

uncertain nombre de molécules d'eau dans I'environnement immédiat de la fente du
site actif(GILLIANNDET AL, 1990)citépar(UNIACKE-LOWEET AL, 2017).

Danslastructuretertiaire,deuxrésidusthréonineadjacents, Thr 35 etThr 217,

sont liés l'un a l'autre par l'oxygéne de la chaine latérale et l'azote de la

chaineprincipale,tandisqueleurschaineslatéralessontdirigéesdanslapochehydrophobe

verslacpoignée dupompier»(UNIACKE-LOWEET AL, 2017). (figure3).
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Figure 3 : La "poignée du pompier" du coté actif de la chymosine (NEWMANET AL,
1991).

Les.liaisonshydrogene(lignesbrisées)impliquéessontThr216N..
Thr33(2.8A),Thr33...Lys2140(2.7A),Thr33N...
Thr216(2.9A)etThr216.Phe310(2.8A).D'autres liaisons hydrogéne contribuant a la stabilité de
Asp32 et Asp215 sont également représentées(NEWMANet al, 1991). C'est-a-dire que
I'oxygéne de la chaine latérale d'un Thr est lié & l'azote de la chaineprincipale du Thr
correspondant, ce qui confére une stabilité structurelle supplémentaire ausite catalytique
(figure4)(UNIACKE-LOWEET AL, 2017).

Figure 4 :structure tridimensionnelle de la chymosine bovine (ABREU DA SILVA,
2004).

11.1.2.3 Siteactif
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Le site actif est composé de la triade hautement conservée des résidus acides
aspartique,thréonine et glycine pour chacun des lobes de I"'enzyme. Les deux résidus
d"acide aspartiquedu site actif Asp32 et Asp215 se trouvent a la base du sillon
(figure5). Les chaines latérales deces deux résidus sont impliquées dans de
nombreuses liaisons hydrogene. La spécificité de lachymosine est également une
conséquence de la structure des sites d”interaction avec lesubstrat. Nous pouvons
citer l'importance du résidu Tyr75 situé sur une anse externe
mobilequirecouvrelesillondu  siteactif faisantpartiedes ~ sitesS1aS"1(NEWMANet
al, 1991).

Asp 32 Asp 2151

Figure 5: Structure par rayon X de la pepsine porcine. Vue agrandie des résidus Asp du site

actif avec la molécule d’eau qui leur est liée (VIOQUEM.,2000).

Le site actif (figure 6)est tapissés de résidus chargés négativement et
positivement ainsi que derésidus hydrophobes formant ainsides soussitesS1-S4et
S’1-S’(ANDREEVA N.S., RUMCH L.D.20014)

Figure 6: Exemples de quatre aspartyl-protéinases montrant la profondeur de la fente du site
actif. (A) Pepsine porcine (entrée PDB 5PEP) ; (B) chymosine (entrée PDB 4CMS)
;(C)cathepsineD(entréePDB1LY B);et(D)endothiapepsineentréePDB4APE) (GOODSELLET

AL, 2015)

10
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Numérotationdelapepsine)créedesliaisonshydrogenesupplémentairesetoffrentunestabili
tésupplémentaire pourlaprisedupompier (CAROL L., VIGNOLA, 2002).
Larigiditédelagéométriedusiteactifestessentiellepourl'activitédesprotéasesasp
artiques(UNIAQUE-LOWEET  AL,2007)Ellessontégalementsensiblesauxcomposés
diazocétones tels que l'ester méthylique de diazoacétyl-dl-norleucine (DAN) et
le1,2-époxy-3-(p-nitrophénoxy)propane
(EPNP)enprésenced'ionscuivre(ANDREEVA N.S., RUMCH L.D .2014)

11.1.3Mécanisme de la coagulation enzymatique
Le mécanisme d’action de la présure est assez bien établi et comporte deux phases :

La phase principale ou enzymatique, correspond a une attaque de 1’enzyme sur la
composante qui stabilise la micelle(Figure 7) c’est & dire que I’enzyme hydrolyse la caséine K
au niveau de la liaison PHEg; METgg. La chaine peptidique se trouve ainsi coupée en deux

segments inégaux, le segment 1-97 est la para caséine K et le segment 98-169 .

Le caséineomacropeptide (CMP), la para caséine-K liée aux caséines o et B reste
ingérée a la micelle hydrophobe et le CMP contenant tous les glucides est libérée et passe
dans le lactosérum lors de libération de CMP, il se produit une diminution importante de la

charge électrique des micelles et de leur degré d’hydratation(Figure 8).
Alors la phase secondaire dite d’agglomération.

Les micelles déstabilisées peuvent se rapprocher et former des lins
hydrophobes.(Figure 9). Les ions calcium s’uniraient a la partie chargée négativement des
micelles, diminuant ainsi les répulsions électrostatiques auxquelles sont soumises et

favoriseraient ainsi leur agrégation. Cette phase est facilement observable par la formation du

gel.

Le mécanisme de la coagulation enzymatique est décrit en trois phases(Figure 10).

11
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Figure 7: Modéle de micelle de caséine avec sous-unités

(submicelles)(LEONOR J ET AL ; 1997)
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Figure 8 : Phase de la coagulation enzymatique du lait et formation du réseau
(ALAIS, 1984 ; MEITTON, 1995).
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Figure 10: Le mécanisme de coagulation. (TANG ;2010).

11.1.3L’extractionetpurificationdesenzymescoagulantes
Le processus de la coagulation est provoqué par 1’action d’un coagulant, ajouté a untaux
bien défini au lait de fabrication, lui-méme a une température et un pH précis.

Lecoagulanttraditionnel,la présure,est extraitdel’ estomacdujeuneveaunourriaulait.
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Tableau2: techniques d’extraction et purification des différents coagulants

Originedel’espéce Extraction Purification
Végetale Précipitation au Chromatographie de permeation
C.cardunculus sulfate d’ammonium

Végétale Calotropis | Mise en suspension | Filtration sur membrane (cheese cloth) +
procera 10 g de fleurs, centrgugation a 6934 000 tours/minute
préalablement Pendant 10 minutes.
broyées, dans 90 ml

d'eau pendant 30

minutes.
Microbienne Précipitation au Chromatographie sur colonne de DEAE
Bacillus sulfate d’ammonium | sepharose dans du tampon tris HCI
licheniformis Bl 312 20Mm PH 7.
Microbienne Extraction acide dans | Chromatographie sur Colonne (DEAE
Bacillus du Tris- HCI 50 mM | Fast Flow (50 cm x 2 cm)
amyloliquefaciens | (pH 6,8)
GSBa-1
Animale Pepsine de | Précipitation au Chromatographie
poulet sulfate d’ammonium | d’exclusion(sephadexe)
Animale Présure Extraction acide dans | Chromatographie d’exclusion.
Porcine du Tris- HCI
Recombinante Extraction acide dans | chromatographie d’exclusion.

Rhisopus oryzae | du tris

Recombinante Extraction acide dans | Chromatographie sur colonne
Kluyveromyces du Tris- HCL (sepharose) centrifugé a 6000xg A 4°c
lactis. pendant 20min.

15
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I11. Facteurs de la coagulation

De Nombreux facteurs sont susceptibles de modifier la coagulation du lait et les
caractéristiques physiques des coagulums. Ces facteurs sont principalement liés a la
concentration en enzyme, a la température, au pH, a la teneur en calcium, a la teneur en
caséines et & la dimension des micelles.

1- Concentration en enzyme : la concentration en enzyme est inversement proportionnelle
au temps de coagulation. Cependant, elle est proportionnelle a la vitesse d’hydrolyse de
la caséine k (phase enzymatique) et a la vitesse d’agrégation des micelles (phase
physique).

2- Température : la température optimale d’activité de la chymosine et de la pepsine est de
40-42°C. A cet intervalle de température, le temps de floculation est minimal, puis
augmenteaux températures plus élevées et devient nul a 65°C ou la présure est inactivée.
On note que le temps de raffermissement du gel diminue avec 1’élévation de la

température.

3- pH : en passant de pH 6,7 a 5,6, la vitesse de coagulation est accrue. Ceci résulte d’un
accroissement de la vitesse d’hydrolyse et par suite une augmentation de la vitesse de
raffermissement du gel. La fermeté est significativement importante de pH 6,6 a pH 6,0 due a
une plus grande disponibilité du calcium ionisé. Au-dessous de pH 6,0, la caséine se
déminéralise et la désagrégation de la structure micellaire est accentuée jusqu’a devenir totale

a pH 5,2. Il en résulte un affaiblissement du réseau.

4- Teneur en calcium : la réticulation du gel lors de la coagulation du lait par la présure,
impliquant des liaisons phosphocalciques, est particulierement influencée par la teneur et la

nature du calcium présent. L’addition du CaCl2 entraine une augmentation du calcium

ionisé et du calcium colloidal ayant pour conséquence un temps de coagulation plus court et

une fermeté du gel plus élevée.

5- Teneur en caséines : la vitesse d’hydrolyse enzymatique est proportionnelle a la teneur en
protéines. Ainsi, la vitesse d’agrégation et la fermeté des gels augmentent avec la teneur des

caséines.

6- Dimension des micelles : la relation entre les dimensions des micelles et le temps de
coagulation est proportionnelle. Pour les micelles de faible diamétre, riches en caséine k, la
vitesse d’hydrolyse est plus rapide (ANDREEVA N.S., RUMCH L.D .2014)

16
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111.1 Evaluation de la coagulation

Les critéres utilisés pour évaluer la coagulation sont l'activité coagulante et le temps de

floculation
111.1.1Temps de floculation (temps de prise)

Le temps de prise ou durée de prise est le temps qui s’écoule entre I’emprésurage et le

début de la floculation, c'est-a-dire, gélification apparente du lait (LUQUET 1981)
111.1.2. Activité coagulante :

L’activité coagulante est définie par I’unité présure (UP). Selon Berridge, cette unité
correspond a la quantité d’enzyme contenue dans 1 centimétre cube, qui peut coaguler 10

centimétres cubes de substrat standard en 100 secondes a 30°C (ALAIS, 1984).

Il existe aussil’’unité Soxhlet qui correspond au nombre d’unité de poids ou de volume
de lait qui peuvent étre coagulés par une unité de poids ou de volume de préparation
coagulante en 40 min et a 35°C (ALAISI, 1984 ; RAMET, 1997b).

17
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11. Matériel biologique
I.1. Laitscamelin et bovin
1.1.1. Lait de chamelle
11 s’agit des échantillons du lait collecté, pendant la saison de printemps a partir de

troupeaux de dromadaire (ICamiIIus\ dromedarius) de la population sahraouie en élevage

¢ en majuscule :[3s]Commentaire ]

extensif dans des parcours naturels de régions d’Ouargla. Il est acheminé dans une glaciére au
laboratoire d’université. Ces échantillons sont ensuit congelés & -18 °C jusqu’a leur
utilisation. A I’arrivée, une mesure de pH, densité, et acidité titrable sont réalisées.
1.1.2. Lait de vache

Le lait de vache utilisé a titre comparatif est un mélange issu de traite du matin de
vache en stabulation dans une ferme située dans la ville d’Ouargla. Il est recueilli proprement.
Les échantillons de lait sont conservés a 4°C et transportés aussitdt au laboratoire ou ils sont
analysés. Aussi doit étre mesure de pH, densité, et acidité titrable sont réalisées.

1.2. Caillette de dromadaire

Elle est obtenue apres abatage des dromadaires agés del,2,4 ,6 et 8 ans, la derniére
partiedu quatrieme compartiment de leur estomac est récupérée, puis transporte au laboratoire

d’université pour subir une extraction enzymatique.

Tableau 03: Extraits coagulants du dromadaire selon leur &ge.

dromadaire A B C D E

Ages lans 2ans 4ans 6ans 8ans

1.3. Enzymes coagulantes

Pepsine bovine, présure bovine.

I1. Méthodes analytiques
11.1. Les méthodes pour les analyses physico-chimiques
Les paramétres physico-chimiques mesurés sont.
11..1.1. pH
Le pH est déterminé a I’aide d’un pH métre par la méthode potentiométrique. Le

principe repose sur la mesure directe du pH a 1’aide d’¢électrode plongée dans un erlenmeyer
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contenant 100ml de lait a 25°C préalablement étalonné avec une solution tampon. La valeur
affichée sur I’écran de 1’appareil est le pH du lait & 25°C.
11..1.2. La densité

La densité est déterminée a 1’aide de d’un densimetre, sur le lait maintenu au repos. Le
principe consiste & plonger un densimétre dans une éprouvette de 250 ml rempli de lait &
analyser. Lorsqu’il stabilise, une lecture directe donne le résultat.

Plongé le densimétre dans le lait qu’est versé dans éprouvettes et qu’est stabilisé a la
température d’utilisation de 1’appareil (20 C°) en évitant que celui-ci flotte sur les parois du
récipient et en évitant la formation des bulles d’air. Attendre une minute avant d’effectuer la
lecture qui doit étre faite a la partie supérieure du ménisque.

11.1.3. Acidité titrable

- La mesure de ’acidité titrable du lait est réalisée selon la méthode normalisée. Celle-Ci
consiste en la mesure du volume de la solution de NaOH (0.1N) nécessaire a la titration de
I’acidité du lait, en présence de phénophtalé¢ine comme indicateur (GUILLOU et al, 1986).

. La valeur de I’acidité du lait est obtenue par la formule suivante:

A=10(V/V’). (g
A : quantité d’acide lactique en (g/1).

V : volume de la solution de NAOH utilisé (ml).
V’ : volume de I’échantillon (ml).
Pour obtenir I’acidité titrable en degrés Dornic (D°), on multiple la valeur de A par 10.
11.1.4. La matiere séche totale
L’ensemble des composants du lait a ’exception de 1’eau et des gaz dissous, constitue
la matiére séche totale ou, expression courante mais impropre extrait sec total
(ANDREEVA N. 1991) la matiére séche totale du lait est le produit résultant dessiccation du
lait. Cette dessiccation est obtenue par évaporation de 1’eau, au bain marie bouillant puis
passage a I’étuve a 103+2°C pendant 3heures d’une certaine quantité de lait et pesée du résidu
(AFNOR, 1980)
11.1.5. Taux de cendres
La détermination de la teneur en cendres du lait de dromadaire est réalisée selon la
méthode rapportée par AFNOR, 1980.
Elle consiste a peser au milligramme prés le résidu issu de I’incinération a 530 + 30°C
durant 3 heures de la matiére séche obtenue par la méthode précédemment décrite le résultat

obtenu correspond a la teneur en cendre du lait exprimée en (g/1).
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11.2. Qualité microbiologique du lait camelin

L’appréciation de la quantité microbienne du lait de dromadaire est réalisée par le test
de réductase rapporté par BEERENS et LUQUET, (1987).

11 s’agit de la mesure de temps de décoloration de lait additionné du bleu de méthylene
et incubé au bain marie a 37 °C.

La décoloration due au métabolisme bactérien, évolue a une vitesse proportionnelle au
nombre de germes dans le lait (GUIRAUD, 1998).

De ce fait, la durée de la décoloration nous permet de quantifier approximativement la

population bactérienne du lait et par conséquent sa quantité microbienne.

Tableau 4 : Grille d’appréciation de la quantité microbienne du lait BERRENS et
LUQUET, 1987).

Durée de décoloration

(Heures)

Nombre de germes
Germes/ml

Quantité microbienne
du lait

Supérieur & 5 heures

100.000 & 200.000

Bonne

TABLEAU NON :[5s]Commentaire
annoncé dans le paragraphe correspondant

De 2 a 4 heures

200.000 a 2 millions

Bonnes & passable

Inférieur a 2 heures

2 a 10 millions

Insuffisante

11.3. Préparation des extraits enzymatiques coagulants de dromadaire

Cette préparation est réalisée selon la méthode de cité par (VALLES et FURET, 1977).
Elle se fait selon les étapes suivantes:
+« Préparation de caillettes

Les caillettes de dromadaires sont lavées a 1’eau du robinet, dégraissées, puis coupée en
fins morceaux et congelées a -18°C.
« Extraction

Cette étape consiste en la macération d’un poids de caillette dans un volume (V =
1.25p), d’une solution de Hel (0.2 M) a une température du 42°C pendant 60 minutes, aprés
filtration du mélange on obtient 1’extrait brut total.
+« Clarification

Dans cette étape les extraits bruts totaux sont clarifiés par ’ajout de 1% (V’/V) d’une

solution de Al, (SO4)3 (1IM) et de 5% (V/V) d’une solution de Na; (SO4) (1M) & une
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température de 42°C. Apreés filtration, nous obtenons des extraits clarifiés de couleur jaune
plus on moins limpide.
% Concentration de filtrat

Apres la filtration nous prenons un poids donné de macération clarifiée auquel nous
ajoutons deux fois son poids, d’une solution saturée de Na Cl qui contient 1% (P/P) d’acide
chlorhydrique concentré (Hcl) d= 1.19).

Le mélange est agité et laissé au repos pendant 1 heure puis il subit a une centrifugation
2100 g pendant 20 min, le surnageant est jetée et on note le poids du précipité humide. Nous
ajoutons a ce dernier un volume d’eau distillée a raison de 10% (P/V) pour dissoudre, sons
agitation.
% Ajustement du pH

A travers cette étape, il s’agit de I'augmentation de pH des extraits clarifiés jusqu'a une
valeur finale de pH 5.5, en utilisant une solution de NaHPO,4 (1M).
< Conservation et le stockage

La conservation des extraits coagulants est réalisée par I’ajout de quelques grains de
thymol, et de 10% (V/V) d’une solution de Na Cl a 10%( P/V).

En fin, leur stockage est effectué & +4°C dans des bouteilles stérilisées.
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(lavées, dégraissés) Caillettes

Hachage
(- 1£ °C) Conaélation

P (LCI)X(poids des caillettes P = 1.25 Macération
0.2 M a 42 °C/60 min)

(filtre de verre poreux) Filtration
Concentration du filtrat (solution saturée Na Cl + 1% (HCI (d= 1.19)
( Derldant une heure) Repos
(21¢0x 9/20min) Centrifugation
Prégipité humide
(par eau distillée sous agitation) Dissolution
AjuLtement du pH 5.5 (par le phosphate dissodique, 1 M a 42 °C)

Exti‘ait enzymatique concentré
(Conservation a 4 °C)

Figure 2: protocole d’isolement des extraits enzymatiques & partir des caillettes issues de
dromadaire (VALLES et FURET, 1977)
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11.4. Détermination de la teneur en protéines des ECD

La détermination de la teneur en protéines des extraits coagulants de dromadaires est
effectuée par la méthode de Lowry et al, 1951. Cette méthode consiste en une réaction
d’oxydoréduction entre un réactif de folin ciocalteu (acide phosphomolydique et

phosphotungstique) et les acides aminés tyrosines tryptophane et cystéine des protéines.

Le développement maximal de la coloration se fait au moyen d’un traitement par une
solution alcaline (NaOH) contenant du cuivre (CuSo4). La lecture de I'absorbance est faite a
750 nm pour le maximum est proportionnelle a la concentration en protéines. Cette méthode
est trés sensible 5 a 100 ml de protéines) n’a cependant pas été tres utilisée pour les analyses
d’aliments mais peut étre beaucoup plus utile pour les extraits protéiques. La teneur en
protéines en (ng/ml) est obtenue grace a une courbe d’étalonnage réalisée en utilisant le

sérum alumine bovine (BSA) dans les mémes conditions expérimentales.

11.5. La caractérisation des extraits coagulant gastrique de dromadaire

11.5.1. Activité coagulante

La mesure de I’activité coagulante est effectuée pour les extraits coagulants de
dromadaire a 1’état brut, selon la méthode de BERRIDGE, 1945 modifiée par COLLIN et al
(1977) cités par BENGANA (2002).

Elle consiste a ajouter 1 ml d’extrait coagulant a 10ml de substrat, puis noter le temps

de coagulation a 30°c.

A travers cette mesure, une unité d’activité enzymatique (UP) est définie comme la

quantité d'enzyme active qui coagule 10 ml de substrat en 100 seconds a30C°.

UP= (10x V) / (tcx Q)

UP : unité présure

V : volume de substrat standard d'utiliser.
Q : volume d’extrait coagulant utilisé (ml)
tc : temps de coagulation (s)

L’activité coagulante peut étre également exprimée en force coagulante de SOXHLET

et celle-ci est liée a ’unité présure par la formule suivante :
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F = UP/0.0045
F : la force coagulante de SOXHLET

UP : unité présure

Lait (partiellement écrémé

Dissolution (a 10% (P/V) dans une solution de CaCl, (0.01M)
Substrat standard

Agitation (15min, agitation mécanique)

ReLos (60 min a la température ambiante pH= 6.5)
Répartition (dans des tubes a essai a raison de 10ml/ tube)
InJubation (dans un bain marie & 30°C/15 min

Adbition de la préparation coaaulante (1 ml)

Homogénéisation (immédiate par agitateur manuelle rapide).
Tr}is retournements successifs aprés 30 sec= temps zéro.

Othervation des premiers flocons correspondant au temps de
coagulation

Figure 12: mesure du temps de coagulation par la méthode de BERRIDGE (1945)

modifié par COLLIN et al (1977).

I1.5.2. L’activité protéolytique
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La mesure de I’activité protéolytique d’extraits coagulants de dromadaire est réalisée
par I’évaluation de la protéolyse développée suite a I’action de ces extraits sur les caséines du

lait de chamelle ou bovin en solution.

L’hydrolyse enzymatique de ce substrat, abouti a la libération de peptides a faible
poids moléculaire, qui sont séparés des protéines non hydrolysées par ’ajout de I’acide

trichloracétique (TCA) a 12% (P/V).

A cette concentration, le TCA permet la défécation de tous les peptides en ne laissant
en solution que ceux a faible poids moléculaire (GRIPON et al 1977, HESSAS 2001).

Apres filtration, la mesure de 1’absorbance a 280 nm permet d’apprécier la richesse en

peptides du filtrat obtenu, celle-ci étant proportionnelle a ’activité protéolytique.

Afin d’étalonner le spectrophotométre, un échantillon est préparé pour servir de
témoin dans ce dernier la réaction enzymatique est empéchée par 1’ajout de TCA avant

I’addition de préparation coagulante.

L’évaluation de ’activité protéolytique des extraits coagulants de dromadaire est réalisée

selon la procédure suivante :
e Préparation de substrat
Elle est effectuée par :
« Ecrémage

Le lait est porté au bain marie & une température de 30 & 35 °C. il est légérement pour
favoriser la remontée de la matiere grasse (MG) en surface puis centrifugé a 3500 x g pendant
20 min et filtré sur la laine de verre. L’opération est refaite d'encore une fois pour

I’élimination totale de la matiére grasse.
«+ Séparation des protéines du lait

Les caséines sont précipitées & pH 4.3 comme préconise par WONGOH et al 1998
avec du HCI (4N). Elles sont ensuite séparées des protéines solubles qui restent en suspension
par centrifugation a 4000 x g/30 min.

Cette opération est répétée deux fois pour éliminer toutes traces de caséines et de
protéines de lactosérum respectivement dans le surnageant et le précipite.
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« Dialyse

Les échantillons de protéine totale du lait de caséine et de lactosérum sont dialysés
contre I’eau distillée a 4 °C pendant 48 a 72 heures, a fin d’éliminer les composés azotés non
protéiques (NPN), le lactose et les sels minéraux, le seuil d’exclusion des membranes utilisées
est de 10.000 Da.

« Congélation

Apreés la dialyse, les échantillons de protéines sont mis en fine couche liquide dans des
coupelles, puis congelés sous cette forme a — 20 °C.

+« Lyophilisation

Les échantillons protéiques sont déposés sur le plateau de la lyophilisation
probablement congelé celui- ci permet par sublimation, le passage de 1’eau directement de
I’état solide a 1’état gazeux, grace au fonctionnement de deux pompes (a vide et a froid), les
protéines sont alors récupérées sous forme lyophilisée qui peut étre conservée dans le

réfrigérateur (+ 4°C) pendant une période relativement longue.

Lait cru

!

Ecrémage
Centrifugation a 3500 xg/20 min

.
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Figure 3 : Protocole d’isolement des protéines totales, caséines et protéines sériques du
lait de chamelle SCHAMET et al 1992, cité par HESSAS, 2001

Détermination de ’activité protéolytique d’ECD brute

« L’ajustement de I’activité coagulante
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Elle consiste en la dilution des extraits coagulants par I’eau distillée jusqu’au niveau qui

permet d’obtenir un temps de coagulation fixe a 15 minutes.
+« Hydrolyse enzymatique

Elle est réalisée par I’incubation a 35°C pendant 60 minutes d’un volume de Iml de

substrat caséinique additionné de 1ml d’extrait coagulant de dromadaire dilué.
« Blocage de la réaction enzymatique

Aprés 60 minutes 1’hydrolyse enzymatique est arrétée par 1’ajout de Sml de TCA a 12%
(P/V).

Les mémes méthodes sont faites avec la pepsine et la présure bovines (0.04%).
e Mesure de la protéolyse

Aprés un repos de 15 minutes a la température ambiante, le mélange obtenu précédemment
est filtré sur du papier filtré puis 1’absorbance du filtrat a4 280 nm est mesurée grace a la

spectrophotométrie visible.
11.6. La coagulation enzymatique du lait de dromadaire

A fi d’étudier la possibilité d’utiliser 1’extrait coagulant gastrique de dromadaire
(ECD) dans le but de coaguler le lait de chamelle et de vache, nous avons utilisé des
préparations enzymatique (ECD,, ECD,, ECD,, ECDg, ECDg, pepsine et présure bovines)

dans les mémes conditions du pH et detempérature.
11.7. Analyse statistique des résultats

La signification des essais a été analyséepour les parameétres (pH, densité, acidité
titrable, la matiére séche totale, cendre, et (tfv/tfc) en utilisant un logiciel statistique.

11.8 Fabrication d’un fromage
Les étapes suivies pour la fabrication d’un fromage au laitet Les conditions expérimentales

optimales de cette fabrication sont illustrées par AFNOR (1980)
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I. Etude d’effet des extraits de caillettes de dromadaires
Les extraits enzymatiques issus de caillettes bovines n’ont pas toujours donné de
résultats probants. Le lait camelin est réputé pour sa faibleaptitude a la coagulation. Cette
caractéristique assignée a sa composition qualitative et quantitative, notamment en caséines,
se manifeste par des temps de floculation trop longs et par une faible consistance des gels
obtenus.

L’utilisation des extraits enzymatiques issus de caillettes de dromadaires. Parmi les
tentatives entreprises par plusieurs chercheurs pour contourner cette difficulté, il y a le choix
de ’enzyme coagulante a utiliser. Nous avons évalué par la suite leurs activités coagulante et
protéolytique.

I.1. Obtention des extraits

L’extraction a ét¢ menée en utilisant le protocole proposé par VALLES et FURET
(1977) et destinée pour ’isolement des extraits bovins. Afin d’améliorer le rendement, en
adaptant cette méthode.

A des conditions du milieu : milieu acide (HCI a 0,2 M) et a température de
42°C/60min. Cinque extraits (ECD1, ECD2, ECD4, ECD6 et ECDS8) issus respectivement
d’animaux agés de 1, 2,4,6 et de 8 ans ont été obtenus.

Le rendement du macéra humide est d’environ 32% (A partir de 100g de caillette).

Le rendement varie avec le changement des conditions de macérations

Les taux moyens des protéines exprimés en (g/l) de ces extraits sont donnés dans le
Figure 14.
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f
1,59
16 1T4
1,31
1,4 123 T
1,2

08
06
04
0,2

Les taux des proteines des ECD(g/l)

ECD1 ECD2 ECD4 ECD6 ECD8
type de I'extrait du dromadaire (ECD)

Figure 4: Quantité de protéines contenues dans chaque ECD

D’aprés ces résultats, on constate que la teneur en protéines des ECD est
proportionnelle a 1’dge du dromadaire dont ils sont issus. La faible teneur est obtenue avec
I'ECD1 (1.23g/l) et la plus grande avec I'ECD8 (1.80g/l), sachant que les ECD sont préparés
dans les mémes Conditions expérimentales.
On conclut que la muqueuse gastrique contient une quantité trés importante des protéines et
il semble qu’il y ait une relation proportionnelle entre la concentration des ECD en protéines
et ’age des dromadaires.
Les teneurs protéiques des extraits ont tendance & augmenter en fonction de I’dge de 1’animal.

1.2. Evaluation de I’activité enzymatique des extraits bruts :

Les extraits bruts sont évalués a travers leurs activités coagulante et protéolytique.
1.2.1. Mesure de P’activité coagulante

D'aprés SIBOUKEUR ET AL, (2007) I'activité coagulante varie d'un extrait a l'autre,
bien que souvent dans les mémes conditions de préparation et ne se différent que par I'age des

dromadaires dont proviennent ces extraits.

La présure issue d’extraits de chamelle et de bovin testés donne une activité supérieure

a celle obtenue avec la pepsine.

Les extraies de la caillette de dromadaires les plus agés (ECD8 et ECD6) caractérisée
par I’activité coagulante (exprimée en UP) la plus élevée (0.34UP et 0.30UP) , elle est suivie
de celle de I’ECD4 (0,277), de ’ECD2(0,0.25) et enfin de celle PECD1 (0,22). (Figure 15).
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0,277
0,228
0,159 0,178

ECD1 ECD2 ECD4 ECD6 ECD8

(up)

ACTIVITE COAGULANTE

Figure 5: Variation de I’activité coagulante (UP) en fonction de la nature de I’enzyme(
substrat :lait de dromadaire)

1.2.2. Mesure de I’activité protéolytique

L’activité protéolytique des ECD sur les deux substrats (lait camelin et bovin) n’a pas

été effectuée.
1.2.3. Mesure du temps de floculation des laits traités par les extraits bruts

Les résultats obtenus & une température de 37°C et & pH = 6.6 en fonction de la nature de

I’enzyme et de la nature du substrat (figure 1) montrent que :
Le temps de floculation (tf) mesuré de lait camelin est inférieur a celui du lait de vache.
A P’exception a I’emploi de la pepsine.

Toutefois le temps de floculation (tf) mesuré pour les deux laitstraités avec lesextraits ECD6
et ECD8 (animal &gée) est inférieur & celui mesurée dans le cas des autres extraits ce qui
révéle que le temps de floculation est inversement proportionnel avec 1’4ge de ’animal selon

la diminution de 1’age de I’animal.
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On conclut que I’utilisation des extraits de dromadaires agés est plus adaptée pour

coaguler le lait camelin et bovin.

450
400
350
300

250
200
150 H Lait de chamell
! II I I M Lait de vache
; | I

ECD1 ECD2 ECD4 ECD6 ECD8 Ppb Prb

Titre de |'axe

Figure 6: Variation du temps de floculation des laits camelin et bovin en fonction de
I’enzyme utilisée (ECD1, ECD2, ECD4, ECD6, ECDS, Ppb et Prb).

Temps de fluctuation (sec)
8

%
o

ECDJ1=extrait de dromadaire &4gé de l1an ;
ECD2= extrait de dromadaire agé de 2ans ;
ECD4=extrait de dromadaire agé de 4ans
ECD6=extrait de dromadaire agé de 6ans
ECD8=extrait de dromadaire agé de 8ans
Ppb= pepsine bovine
Prp = présure bovine

Les analyses des mesures des rapports entre le temps de floculation du lait de vache
et celui du lait camelin (tfv/tfc) ont montré que ’affinité des extraits de dromadaire (ECD)
pour les deux substrats (lait bovin et camelin) est supérieur a 1 notamment les extraits
extraits ECD6 et ECD8(agés). Les résultats obtenus montrent que pour la pepsine bovine le
rapport (tfv/tfc) est inférieur a 1, alors que celui de la présure bovine est supérieur a 1. Ce
résultat confirme que les extraits coagulants issus de caillettes de dromadaires possédent une
affinité pour le lait bovin mais cette affinité est plus importante pour le lait camelin,

notamment en utilisant les ECD agés. (Figure 17).
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Figure 17 : Rapport tfv /tfc Tfv=temps de floculation du lait de vache Tfc=temps de
floculation du lait de chamelle

1.2.4. Influence de la température de I’emprésurage sur le temps de floculation du lait
camelin traité par les ECD
La température a un effet considérable sur les protéines en générale notamment sur

les enzymes.

L’¢lévation de la température (mesurée entre 30 et 42° C), s’accompagne d'une
diminution du temps de floculation du lait traité par les ECD. Le temps de floculation le plus

court est observé pour I’ECDS.
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Donc La température de 42°C est optimale pour tous les ECD (Figure 18)

Temps de fluctuation (sec)

T°c=30 T°C=37 T°c=42

Titre de I'axe

B ECD8 mECD1

Figure 18: Variation du temps de floculation du lait de chamelle traités en fonction de la
temperature.

1.2.5. Influence de la température de I’emprésurage sur le temps de

floculation du lait de vache traité par les ECD.
La réaction enzymatique etque I’activité des ECD varie avec la température.

Le temps de floculation le plus court est obtenu avec I’ECD8
(figure19).
Ce dernier présente un optimum d’activité a 42°C pour le lait de vache.
En fromagerie, I’effet favorable de la température sur I’activité coagulante de ces
enzymes peut étre mis a profit lorsque les conditions de coagulation le permettent. Ce qui
permet de réduire la quantité d’enzyme ajoutée et par conséquent de réduire toute activité

protéolytique ultérieure.

La coagulation du lait ne peut avoir lieu qu’a des températures supérieures ou égales
a 18 °C. Cela est due a I’importance des interactions hydrophobes dans 1’agrégation des

micelles hydrolysées (BRINKHUIS ET PAYENS, 1984 ; LUCEY, 2002).
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Figurel9: Variation des temps de floculation du lait de vache par les extraits coagulants
en fonction de la température.

Il. Essai de fabrication d’un fromage au lait camelin et bovin en utilisant
Pextrait coagulant de caillettes de dromadaire

Etant donné que les extraits issus des animaux agés (ECD6 et ECD8) sont les plus adaptés a
la coagulation des deux substrats étudiés nous les avons sélectionnéspour fabriquer un
fromage au lait camelin et bovin. Les étapes suivies dans cette fabrication.Les conditions
expérimentales optimales de cette fabrication sont illustrées par la méthode de Berridge
(1945) modifiée par COLLIN et al (1977).
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I1. 1. Calcul du rendement fromager

Les résultatsmontrent que ces derniers sont satisfaisants, Le
rendement fromager a été calculé a partir de 100 ml de chaque lait(Tableau
5).

Tableau5: Variation du rendement fromager en fonction du type du lait et d’enzymes
utilisés

Les fromages rendement fromager

E1= fromage au lait bovin traitée par la présure

. e L 28%
commerciale (utilisé comme témoin)
E2= fromage au lait bovin traité par les extraits
coagulants camelins 250
E3= fromage au lait de chamelle traité par les extraits
coagulants camelins 18%

E2 : : lait camelin traité par ’extrait coagulant adulte
E3 : lait bovin traité par I’extrait coagulant de dromadaire adulte

Ces différences peuvent provenir tout autant de la moindre teneur en matiére seche du lait de
dromadaire que de la plus grande importance des pertes en extraits secs dans le lactosérum
(KAMOUN, 1990). Toutefois, le rendement obtenu dans cette étude (18%)

11.2. Evaluation sensorielle des fromages

Pour une évaluation sensorielle des fromages fabriqués nous nous contenté d’une
appréciation globale en se basant sur les caractéristiques organoleptiques. Un fromage
commercial a été utilisé comme témoin.Le tableau6 résume [’évaluation des 10
dégustateurs.

Selon LEMIEUX et SIMARD, 1994. La rancidité est un caractére non signalé par
le jury de dégustation. Ce résultat peut suggérer ’absence d’acides gras dans le lait de

fabrication susceptibles d’étre oxydés.
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Tableau 6:Evaluation sensorielle des fromages.

Les fromages L’aspect Gout
El= fromage au lait bovin traitée par la présure bien apprécié
commerciale (utilisé comme témaoin) blanchatre | (100% des
dégustateurs)

E2= fromage au lait bovin traité par les extraits

coagulants camelins un peu bien apprécié
jaunétre (90% des
dégustateurs)
E3= fromage au lait de chamelle traité par les extraits bien apprécié
coagulants camelins blanchatre | (90% des
dégustateurs)
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Conclusion

Pour les producteurs laitiers qui souhaitent transformer leur lait, l'aptitude & la coagulation du
lait est un parametre important. Elle permet en effet de transformer le lait il convient de bien
comprendre son processus et les techniques pour la mesurer afin d'obtenir le meilleur

rendement de transformation.

A travers cette étude, nous avons tenté d’apporter une contribution a la possibilité de

substituer la présure par des extraits coagulants obtenus a partir des caillettes de dromadaires

A partir d’un protocole d’extraction approprié, nous avons obtenu des extraits bruts
issus des caillettes de dromadaires agés del,2, 4, 6 et 8 ans, caractérisés par leurs teneurs en
protéines qui sont respectivement importante et quisont nommés ECD.

Ces préparations enzymatiques ont été caractérisées par une bonne activitécoagulante, qui
parait proportionnelle avec 1’dge des dromadaires,et par temps de floculation (Tf)

relativement court et ce par rapport aux deux substrats utilisés (lait camelin et bovin).

La mesure des rapports des temps de floculation de lait de vache par rapport a celui de
dromadaire a été adoptée pour évaluer I’affinité des extraits vis-a-vis des deux laits. Les
résultats ont révélé que les rapports relatifs aux extraits adultes étaient supérieurs al ce qui
confirme que les extraits adultes présentent une bonne affinité a ’egard des laits bovin et
camelin. 1l ressort de cette étude que les caillettes de dromadaires peuvent constituer une
bonne source d’enzymes coagulantes au lieu de les considérer comme sous-produits non
valorisés. D’autant plus que ce sont les caillettes de dromadaires adultes quisont trés

disponibles au niveau des abattoirs.

Les conclusions nées de cette étude, suggérent et encouragent I’utilisationdes caillettes des
dromadaires comme source d’obtention d’enzymes coagulantes et leurs utilisations comme
succédanée de la présure industrielle dont la source est souvent suspecte sans oublier le cout

tres cheret sa pénurie répétée.

En perspectives nous souhaitons poursuivre cette recherche afin de purifier et mieux
caractériser les extraits bruts.
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Annexes

Annexe 1: composition minérale du lait de dromadaire (mg/100g) selon RAMET,
1993 cité par MAHBOUB et ACHOURI 2006.

Ca P Na K Mg
127 96 - - 18
115*-132 45*-48 12*-19 34*-45 7.7%-10
106 63 69 156 12
131-132 51-58 27-35 46-60 14-16
107-123 80-88 38-62 156-210 11-015
116 71 36 62 8
76 49 39 161 4
114 87 33 166 -
Moyennes
Lait de 67 33 99 11
dromadaire
116
Lait de vache 96 58 140 12
125

Annexe 2: Constantes physiques du lait de dromadaire et de vache (KAMOUN, 1995)

Dromadaire (n=183) Vache (n=10)

Moyennes E. types Moyennes E. types
pH 6.51 0.12 6.65 0.02
Acidité titrable 15.6 14 16 1
Densité 1.028 0.002 1.032 0.001




Annexes

Annexe 3 Diagramme de séparation chromatographique de I'extrait enzymatique total
issu de caillettes cameline sur une colonne (1x10cm) de: D.E.A.E-cellulose équilibrée avec le
tampon phosphate pH 5,5. Selon BERRICHI et TELLI, 2003.
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Annexe 4 : Aires de distribution du dromadaire en Algérie (BEN AISSA, 1989).
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Annexe 5: présentation de méthodologie de travail
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Annexe 6: Nature des vitamines de Lait de chamelle et Lait de vache (RAMET, 1993 cité par
MAHBOUB et ACHOURI 2006).

Nature des vitamines Lait de chamelle Lait de
vache
SAWAYA | FARAH | Mehaia | Kappeler | Farah
et al et al (1994) | (1998) (1993)
(1984) (1992)
A (Rétionel) 150 100 - 150 170-380
B, (thiamine) 330 - - 600 280-900
B, (Riboflavine) 416 570 - 800 1200-2000
B; (Niacine) 4610 - - 4600 500-800
Bs (Acide panthothénique) | 880 - - 880 2600-4900
B (pyridoxine) 523 - - 520 400-630
By (Acide Folique) 4.1 - - 4 10-100
B, (Cobalamine) 15 - - 2 2-7
C (Acide ascophénol) 24 37 25 24-36 3-23
E (tocophérol) - 560 - 530 100-200

Annexe 7:Effet de la pepsine sur la liaison peptidique du Cassien.

&
Liaison peptidique --—N—C—CO0O0"
CH, Extrémité carboxyle
(C-terminale)
Py
- N — c —
| + ? —CH,
CH,
(105) [
Extrémité amine CH,
(N-terminale) .
*HN—C—C—--
[
H O
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1. Lait de chamelle

pasteurisé » Repartitton dans des bechers de 100ml

2. Acidification * Abmssement du pH jusqu'ala valeur de 5.8

* Ajouter a chaque becher Sml de 1'extrai
3. Emprésurage coagulant (EC'D) dans un bam mane porte a
4200 +CaCl;a 0 05 %

* Laisser les bechers au bain mane 4 42°C pendant
4. Coagulation une heure an moms = obtention de deux phases
(canlle #t lactosemm)

+ Versement du coagulum sur un tissu special
* Laisser le coagulum egontter pendant une mut

* obtention d'une pate= fromage

¥ Canssrvaiion « Conervation do fromage obtenu a 4°C

Annexe 8: Etapes suivies au laboratoire pour la fabrication d’un fromage au lait camelin
en utilisant les extraits enzymatiques coagulants isolés de caillettes de dromadaire
adulte (pH =5.8; température = 42°C).

Les fromages sont ainsi codés :

E1= fromage au lait bovin traitée par la présure commerciale (utilisé comme témoin)

E2= fromage au lait bovin traité par les extraits coagulants camelins



E3= fromage au lait de chamelle traité par les extraits coagulants camelins

Annexe 9:caillette de dromadaire

Annexe 10: les extraits des caillettes de dromadaire.



Annexe 11:Essai de fabrication d’un fromage au lait bovin en utilisant les extraits

enzymatiques coagulants isolés de caillettes de  dromadaire adulte(ECD6)




