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Résume

L’étude de I’influence de la race sur la variation de la composition chimique dans une
premiére étape, montre que le lait de Holstein est en moyenne plus riche en matiére grasse
(35%0,5) et moins riche en protéines (32,9£1,24) que le lait de Montbéliarde (34,5+0,86) en
protéines et (33,05+0,21) en matiére grasse. Les variations dues a 1’alimentation ont un effet
hautement significatif sur 1’extrait sec total (P<0.01), et significatif sur le taux protéique et la
matiere grasse. Le profil en acides gras du lait varie principalement en fonction de
I’alimentation des vaches. L’ajout du fourrage vert (bersim) et orge a entrainé une
augmentation du taux des acides gras insaturés (32,119 %) au dépend de celui des acides gras
saturés (9.39 %).

Dans une seconde étape la valorisation des sous-produits aviaires tel que le proventricule de
la dinde (Meleagris gallopavo ) dans la préparation des enzymes
de coagulation du lait, constitue une alternative & la présure commerciale . L' enzyme
coagulante de Meleagris gallopavo a été précipitée par du sulfate d'ammonium a 50% de
saturation suivie d'une purification par La chromatographie liquide a protéines rapides
(FPLC) échangeuse de cations et détermination de la protéase coagulante. L’activité est
mesurée sur du lait incubé a 35 ° C. Les fractions ayant une activité coagulante sont
concentrées et dialysées contre Tris / HCI pH 7,0 a travers une membrane avec une coupure
de 8 000 Da et séparées par FPLC échangeuse d'anions. Les fractions actives obtenues par
chromatographie par échange de cations sont également séparées par chromatographie liquide
haute performance en phase inverse, qui révéle une seule fraction capable de coaguler le
lait. L' analyse par électrophorese a révélé une bande ayant une masse moléculaire apparente
de 36,5 kDa qui semble correspondre a une enzyme de type pepsine selon les analyses
d'alignement de la séquence primaire. L'activité coagulante maximale a été obtenue pour des
conditions optimales de température de 55 ° C, pH 5,4 et CaCl2 0.04M.

La fabrication de fromage a pate fraiche type petit suisse par la protéase purifiée était en
faveur de lait de cheévre par rapport au lait de vache, ceci s’explique par la teneur élevée en
protéines et en extrait sec du lait.

Les caractéristiques sensorielles, et en particulier la texture, des fromages obtenus a partir des
laits de chévre et de vache, en utilisant de I’EEB de dinde, sont analogues a celles des
fromages obtenus avec de la présure. Néanmoins, les fromages élaborés avec I’EEB présente
une amertume relativement prononcee.

L’ensemble des résultats laissent suggérer que les protéases extraites de dinde, peuvent
remplacer avantageusement la présure commerciale.

Mots-clés : lait, extrait enzymatique, poventricule, dinde
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ABSTRACT

The study of the influence of the breed on the variation of the chemical composition in a first
step, shows that the Holstein milk is on average richer in fat (35 £ 0,5) and less rich in
proteins (32, 9 £ 1.24) than Montbéliarde milk (34.5 £ 0.86) in protein and (33.05 + 0.21) in
fat. Variations due to diet have a highly significant effect on the total dry extract (P<0.01),
and significant on the protein and fat content. The fatty acid profile of milk varies mainly
according to the diet of the cows. The addition of green (bersim) and barley fodder increased
the level of unsaturated fatty acids (32.119%) at the expense of saturated fatty acids (9.39%).
In a second step, the development of avian by-products such as turkey proventriculus
(Meleagris gallopavo) in the preparation of milk clotting enzymes is an alternative to
commercial rennet. The clotting enzyme of Meleagris gallopavo was prepared by ammonium
sulfate at 50% saturation followed by purification by rapid protein liquid chromatography
(FPLC) cation exchange and determination of clotting protease. The activity is measured on
milk incubated at 35 ° C. The fractions having a clotting activity are concentrated and
dialyzed against Tris / HCI pH 7.0 through a membrane with a cutoff of 8000 Da, and
separated by anion-exchange FPLC. The active fractions obtained by cation exchange
chromatography are also separated by reversed-phase high performance liquid
chromatography, which reveals a single fraction able to coagulate milk. Electrophoretic
analysis revealed a band with an apparent molecular weight of 36.5 kDa and seemed to
correspond to pepsin - like enzyme according to the primary sequence alignment assays.
Maximal clotting activity was obtained for optimal temperature conditions of 55°C, pH 5.4
and 0.04M CaCl:

The production of Swiss small fresh cheese by the purified protease was in favor of goat milk
compared to cow's milk, this is explained by the high content of protein and dry extract of the
milk.

The sensory characteristics, and in particular the texture, of cheeses obtained from goat and
cow milks, using turkey EEB, are similar to those obtained with rennet cheeses. Nevertheless,
cheeses made  with EEB have a  relatively  pronounced bitterness.
The overall results suggest that proteases extracted from turkeys can advantageously replace

commercial rennet.

Keywords: milk, enzymatic extract, poventriculus, turkey
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Introduction générale

Introduction générale
Le lait est un des produits de base de I'alimentation humaine. Il est comme la plupart
des matiéres premieres d'origine biologique, trés périssable : il s'altére rapidement par voies
microbienne et enzymatique. Sa forte dégradabilité naturelle, a contraint I'nomme a inventer
des moyens de différer son altération. Ainsi plusieurs procédés de transformation du lait en
produits dérivés (fromages, laits fermentés, laits en poudre) sont connus depuis des siecles.
(Ould Eleya, 1996).

Cependant, les éleveurs laitiers et les industriels se trouvent souvent confrontés a des
défaillances au niveau de la qualité physicochimique du lait cru. Parmi ces défaillances, on
peut citer une diminution du taux butyreux du lait. La composition du lait peut varier selon
des facteurs génétiques (espéce, race) et environnementaux (alimentation, saison, stade de
lactation, individu), ainsi que par des interactions plus ou moins complexes entre ces facteurs
(Stoop et al., 2009).

Les grandes variations de la composition du lait qui apparaissent au niveau des laits
individuels (vaches considérées individuellement) s’atténuent au niveau des étables et a
fortiori des laiteries. Mais il subsiste des différences encore sensibles entre laits de diverses
régions selon les races de vaches prédominantes, le type d’élevage, le climat, etc. Par ailleurs,
des modifications de composition interviennent tout au long de la chaine des traitements
depuis I’instant de la traite jusqu’a celui regus par les usines laitiéres (lait de grand mélange).

(Favier, 1985)

En Algérie ces deux dernieres décennie, et grace a la libéralisation de 1’économie, une
importante industrie laitiere privée s’est développée, mais basée essentiellement sur
I’importation de matieres premicre : laits en poudre, MGLA, fromage de transformation...
Les laiteries conventionnées avec I’ONIL sont en 2012 au nombre de 153 dont 15 laiteries
publiques (Giplait).
Il existe une dizaine de laiteries privées qui ne fonctionnent qu’avec du lait cru pour la
fabrication du lait pasteurisé et qui regoivent une subvention d’intégration de 6 DA/litre.
(Soukehal, 2013).

L'Algérie est classée comme le plus gros consommateur de lait et de produits laitiers

au Maghreb avec 145 litres / an / personne selon les statistiques fournies par ONIL, (2018)
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L’altérabilit¢ du lait impose sa transformation rapide par divers procédés en
I’occurrence la fabrication de fromage.
La transformation du lait en fromage passe par une premiere phase essentielle, dans le
processus, la coagulation du lait, phénomene complexe qui implique une enzyme appelée

couramment présure commerciale.

La présure, contient la chymosine (EC 3.4.23.4) en tant que composant principal de
I'enzyme, a été le plus largement utilisée dans la fabrication du fromage. La production de
fromage aaugmenté d'un facteur d'environ 3,5 depuis 1961, mais ’approvisionnement en
présure adiminué enraison de la disponibilité limitée des estomacs de ruminants. Divers
facteurs tels que le prix éleve de la présure, les considérations religieuses (par exemple, 1’islam
et le judaisme), le régime alimentaire (végétarien) ou l'interdiction de la présure de veau
recombinant (en France, en Allemagne et aux Pays - Bas) ont encouragé la recherche de
sources alternatives d’enzymes de coagulation du lait. La recherche a été dirigée vers
I’obtention d’enzymes coagulantes pouvant remplacer la présure de veau dans la fabrication
du fromage, y compris les enzymes d’origines microbiennes, végétales, animales et

recombinant (biotechnologie) (shah et al. 2014 ).

Différentes alternatives microbiennes sont utilisées pour la production de chymosine,
mais ces technigues ne conviennent pas a la production de fromage de qualité parce qu'elles
entrainent un goQt amer ( Kumar et al., 2006 ; Walsh et Li, 2000 ). Une autre inconvénient
qui empéche I'utilisation de la présure microbienne est la grande stabilité thermique, provoque
une protéolyse indésirable, entrainant une perte de saveur et une amertume (Kurutahalli et
al., 2010).

Le génie génétique est utilisé pour produire des microorganismes genétiquement modifiés
capables de synthétiser la chymosine recombinante, chimiquement et fonctionnellement
identique a I'enzyme native produite par les ruminants ( Espinoza-Molina et al., 2016 ). La
chymosine de veau (variante génétique B) est largement produite par la technologie de 'ADN

recombinant par des micro-organismes tels que Aspergillus niger et Kluyveromyces lactis .

D'autres chymosines recombinantes sont obtenues a partir d’organes de chevre et de

buffle ( Corredig et Salvatore, 2016 ).
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L' activité protéolytique  résiste & des  températures  élevées  (température
de pasteurisation supérieure a la normale ) provoque une proteolyse indésirable, entrainant

une perte de saveur et entraine un godt amer ( Kurutahalli et al., 2010 ).

Plusieurs enzymes coagulantes ont été identifiees dans différentes espéces
végetales, Cependant, de nombreuses préparations enzymatiques sont jugées inappropriées
car elles produisent des fromages extrémement amers (Egito et al., 2007 ; Beigomi et al.,
2014 ). Les activités protéolytiques excessives, de la plupart des coagulants végétaux, ont
limité leur utilisation dans la fabrication du fromage en raison des faibles rendements en
fromage, de la saveur ameére et des défauts de texture. La recherche de nouvelles enzymes
potentielles de coagulation chez les plantes se poursuit encore afin de répondre a la demande
mondiale croissante pour une production de fromage diversifiée et de bonne qualité (Shah et
al., 2014).

L’Algérie utilise environ 1,5 tonne par an de présure ou de ses succédanés d’origine
microbienne dans la préparation de fromages a coagulation enzymatique. Cette quantité colte
approximativement 102 000 $, somme équivalente a 7,5 millions de DA (Benyahia krid,
2013). L’importation de fromage en Algérie est passée de 4 612,8 millions de Da en 2011 a
13512,9 millions de Da en 2016 (ONS, 2016).

Par ailleurs, les protéases aviaires, en 1’occurrence de poulet ( Bohak, 1969 ), de la
caille (Esumi et al., 1980 ), du canard ( Pichova et Kostka, 1990 ) et de la dinde ( Temiz et
al., 2007 ; Temiz et al., 2008 ) sont considérés comme des sources adéquates d’enzymes de
la pepsine.

Ainsi, ’utilisation de I’enzyme pepsine du poulet dans la fabrication de certains fromages
cuits tels que ’Emmental et le Kashkaval a donné des résultats satisfaisants (Gordin et
Rosenthal, 1978). En effet, ces fromages présentaient une qualité comparable a celle des

fromages du méme type préparés avec de la présure.

De méme I’industrie de volaille génére des coproduits (abats) importants qui peuvent
étre une source potentielle d’enzymes (pepsine) coagulant le lait. Cependant, il existe peu
d'informations sur la purification et la caractérisation de I'enzyme pepsine de la dinde

( Meleagris gallopavo ). La disponibilité de ces coproduits de dinde (proventricule)
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peu couteux méritent d’étre exploités en vue de la production de protéases coagulant le lait.
C’est dans cette optique que s’inscrit notre étude.

Notre travail vise trois objectifs a savoir :

v Etude de la variabilité de la composition du lait (qualité) en fonction de quelques
parametres de production (race, et alimentation) (étude préalable)

v’ Extraction de protéases coagulant le lait extraites d’abats de dinde (proventricule) :
obtention, purification et caractérisation de la protéase obtenue (pepsine de dinde,
Meleagris gallopavo).

v' Application : Efficacité de la protéase de dinde a coaguler le lait, qualité du produit

obtenu (fromage a pate fraiche type petit suisse).
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I. Le lait
1. Définition

Le lait a été défini en 1908 au cours du congrés international de la répression des fraudes a
Geneve 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 comportant
pas de colostrum » (Veisseyre, 1975).
C’est un liquide sécrété par les glandes mammaires des femelles aprés la naissance du jeune. Il
s’agit d’un fluide aqueux opaque, blanc, 1égérement bleuté, d’une saveur douceatre et d’un pH (6.6 a
6.8) légérement acide, proche de la neutralité (Alais, 1984).
Le lait du point de vue physico-chimique est un systeme complexe et hétérogéne dont la
composition chimique varie en fonction de 1’espéce, la race, 1’age, le stade et le nombre de lactation,

ainsi que 1’alimentation et les conditions de traitement (Walstra et al., 2005).

2. Composition du lait

Le lait est un produit d’origine biologique fortement altérable par voie microbienne et par vVoie
enzymatique. C’est un milieu multiphasique : une phase aqueuse contenant essentiellement le
lactose, les minéraux ; une phase dispersée de nature lipidique (globules gras) et une phase de nature
protéique (micelles de caséines). Cette composition varie selon différents facteurs liés aux animaux.
Les principaux étant la race, la période de lactation, 1’alimentation, la saison et 1’age (Vignola,

2002). Ces éléments majeurs sont présentés dans le tableau 1.

Tableau 1 : Composition générale du lait en g p. 100 mL (Vignola, 2002).

Composants majeurs Valeur moyenne
(9/200mL)
Eau 87,5
Matiéres grasses 3,7
Protéines 3,2
Glucides 4,6
Minéraux 0,9
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2.1. Matiéres azotées
On retrouve dans le lait deux types de matiéres azotées. Les protéines contiennent environ 95
% de maticres azotées alors que I’azote non protéique en constitue environ 5 % du total. Une
distribution des différentes fractions azotées dans le lait de vache est schématisée dans la Figure 1
(Swaisgood, 1992).

Protéines du lait (30-35 g/l)

— | |

Protéines Caséines Protéines du Enzymes
mineurs (24-28 g/1) lactosérum (5-7 g/1)
Caséine as Caséine p Caséine K B-lactoglobumine a-lactalbumine protéos-Albumine Immunoglobuline
15-19 g1 9-11g1  3-4gl 2-4 g/ 1-1,5 g/l peptones  Sérique 0.6-1g/1

‘ 0,6-1,8¢/1 0,1-0,4 g/l

Vo

as1 os2
12-15g1 3-4¢gl

Figure 1: Distribution des fractions azotées du lait de vache (Swaisgood, 1992)

En fonction du pH, les protéines du lait peuvent étre réparties en deux catégories ; les
caséines (insolubles a pH 4,6) et les protéines du lactosérum (solubles a pH 4,6) (Alais et al., 2003)

(tableau 2). La caséine entiére représente 80% des protéines du lait de vache et se présente sous une
forme micellaire. La micelle est formée par I’association des caséines asl, as2, B, K et de
composants salins dont les deux principaux sont le calcium et le phosphate. (Brule et al., 1997).

Le poids moléculaire des caséines asl, as2, B, K, varient de 19 kDa pour la caséine k a 23 kDa pour

les caséines as et B et jusqu’a 25 kDa pour la caséine a s2 (Swaisgood, 1982);
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Tableau 2 : Composition moyenne des matieres azotées du lait de vache (Alais et

al., 2003)
Proportion g/litre (moyenne)
Total 100 340
Protéine 05 323
Casdéines : TE 100 265
Caséine alpha, 36 855
Caséine alpha,, 10 265
Caseine heta 34 2.0
Caseéine k 13 345
Caséine v 7 1,85
Protéines solublas : 17 100 5,8
p-lactoglobuline 30 29
A-lactalbumine 42 1,3
Serumalbumine 3 0.3
Immunoeglobulines 12 0,7
Protéoses peptones 10 0,6
Substances azolées non protéiques 5 1,7

2.1.1. Composition de la caséine
On distingue essentiellement trois types de caséines : la caséine as, la caséine B et la caséine

K (tableau 3) Ces caséines représentent environ 78 % des composés azotés du lait.

La caséine précipite seul lorsqu’on acidifie le lait a pH 4,6 ou lorsqu’on fait réagir une

enzyme spécifique comme la chymosine (Cheftel et al., 1985).
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Tableau 3 : Caractéristiques des constituants majeurs de caséines (Cayot et Lorient., 1998).

Caséines Caséines Caséines Caséines
asl as2 B K
Proportion(%) 36 10 34 13
Concentration (g/L) 9,6 6,7 9 3,5
Masse moléculaire 23600 25250 24000 19000
(Da)
Nombre de d’acides 199 207 209 169
amineés
Phosphore (%) 1,1 1,3 0,56 0,2
Glucide (%) 0 0 0 5
Proline (%) 17 10 35 20
Résidus cystéine /mol 0 2 0 2
pHi 4,4 - 4,9 3,7
Sensibilité a + - + +++
chymosine
Fixation du calcium ++ +++ + 0

Légende: - : insensible ; + : peu sensible ; ++ : sensible ; +++ : trés sensible

a/ Caséines aS
. Caséine aS1
C’est la protéine la plus importante en masse, elle possede 199 AA et un poids moléculaire
de 23 kDa. Cette caséine est trés sensible au calcium au pH normal du lait (pH=6,7), quelle que soit
la température et en présence de calcium, on constate une formation de flocons.
. Caséine aS2
Elle représente 8 a 11% de la micelle de caséine, posséde 207 AA et 13 a 10 phosphates (il
s’agit de aS2 ou aS3 ou oS4 0u aSs selon le nombre de phosphates) et son poids moléculaire estimé
varie de 25kDa.
b/ Caséines P ety :
Caséine 3
Representant 25 a 35% de la micelle, avec ses 209 AA et ses 5 groupements phosphates, elle

possede beaucoup d’analogie avec la caséine aS1.
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Caséine y
Il s’agit des fragments C-terminaux résultant de la protéolyse de la caséine 3 par la plasmine.
¢/ Caséine k
Une grande majorité de cette caséine se trouve a la surface de la micelle, accessible a la présure.
Il s’agit d’une protéine de 169 AA, phosphorylée (Serine 149) comportant 2 variantes génétiques A
et B. Elle comporte un constituant majeur non glycosylé (Figure 2) et des constituants mineurs

glycosylés dont la structure précise est élucidée (Swaisgood ,1992).

Au cours de la phase enzymatique, la présure hydrolyse 80 a 90 % de la caséine k au niveau
de la liaison peptidique phénylalanine (105) et méthionine (106) a pH = 6,6. Cette action permet la
libération de caséinomacropeptide fortement glycosylé et hydrophile (CMP, fragment 106-169) dans
le lactosérum, I’autre partie reste associée aux autres caséines au sein des micelles, c’est la
paracaséine k (1-105). Ce taux d’hydrolyse correspond a 60 % du temps nécessaire pour obtenir une
coagulation visible. Ce temps est noté temps de floculation. Cette hydrolyse entraine une réduction
de la charge négative et des répulsions stériques, de telle sorte que les micelles de caséine

deviennent susceptibles a 1’agrégation.

Glu-Glu-GIn-Asn-GIn-Glu-GlIn-Pro-lle-Arg-Cys-Glu-Lys-Asp-Glu-Arg-Phe-Phe-Ser-Asp-
Lys-lle-Ala-Lys-Tyr-1le-Pro-1le-GIn-Tyr-Val-Leu-Ser-Arg-Tyr-Pro-Ser-Tyr-Gly-Leu-
Asn-Tyr-Tyr-G1n-G1n-Lys-Pro-Val-Ala-lau-lle-Asn-Asn-G1n-Phe-Leu-Pro-Tyr-Pro-Tyr-
Tyr-Ala-Lys-Pro-Ala-Ala-Val-Arg-Ser-Pro-Ala-GlIn-lle-Leu-GIn-Trp-GlIn-Val-Leu-Ser-

Asp-Thr-Val-Pro-Ala-Lys-Ser-Cys-GIn-Ala-GIn-Pro-Thr-Thr-Met-Ala-Arg-His-Pro-His-
105 106
rro-His-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-He-Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-GIn-Asp-Lys-Thr-Glu-Ile-Pro-
. He (variant B)
Thr-He-Asn-Thr-He-Ala-Ser-Gly-Glu-Pro-Thr-Ser-Thr-Pro-Thr- -Glu-Ala-Val-Glu-
Ala (variant B) Thr (variant A)
Ser-Thr-Val-Ala-Thr-Leu-Glu- -Serp Pro-Glu-Val-lle-Glu-Ser-Pro-Pro-Glu-lle-Asn-

Asp (variant A)
Thr-Val-GlIn-Val-Thr-Ser-Thr-Ala-Val Caséinomacropeptide

Para Kappa caséine

Figure 2 : Séquence primaire de la caséine kappa (Swaisgood ,1992).
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D'un point de vue genéral, la protéolyse des caséines induit :

1) une diminution de leur poids moléculaire,

2) une augmentation du nombre de groupes ionisés (NH 3 * et COQ"), et

3) un changement de conformation avec exposition de groupes hydrophobes.

En conséquence de cette dégradation protéolytique, la taille, le point isoélectrique et la flexibilite

moléculaire des caséines modifient leurs techno-fonctionnalités (Broyard et Gaucheron, 2015)

2.1.2. Micelle de caséine

La micelle de caséine est une particule de taille variant de 100 a 500 nm avec un diametre moyen
de 180 nm (Amiot et al., 2002 ; Fox,2004 ), elle est formée par I'association des caséines asl, as2,
B, x et de quelques fragments peptidiques de caséines y et de composants salins dont le calcium et le
phosphate. Son poids moléculaire moyen est de I'ordre de 108 Da et renferme entre 20 000 et 150

000 molécules de caséine.

En raison de I'importance des micelles de caséine pour le comportement fonctionnel des
produits laitiers, la nature et la structure des micelles de caséine ont été largement étudiées, mais la
structure exacte des micelles de caséine est encore a étudier. Différents modéles de structure
micellaire de caseine ont été proposés. La plupart des modéles proposés se répartissent en trois
catégories générales, a savoir: les modeles a enveloppe, les modéles de structure interne et les sous-

unités (sous-micelles) (Phadungath, 2005).

Le modeéle de sous-micelles suggére que la micelle serait constituée de sous-micelles de forme
sphérique (10 nm de diametre) qui sont reliées entre elles par des phosphates de calcium colloidal
(CCP). (Figure 3)

Les submicelles pourraient étre constituées d’environ 10 molécules des 4 caséines en proportion
variable avec une répartition de caséine k (hydrophile) en surface, ce qui la stabilise. Les portions C-
terminales de la caséine k hérissent la micelle et I’enveloppent d’une chevelure périphérique

particulierement hydrophile (Cayot et Lorient., 1998).

10
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sous-micelle

caséine x

caséines

pont phosphate e - p 5
hydrophobes (' /

de calcium

phosphate

Figure 3 : Micelle de caséine et sous-micelle de caséine. Adapté de Tetra Pack Processing System,
1995 (Vignola, 2002).

Les travaux récents de Marchin et al. (2007), Dalgleish et Corredig (2012), proposent des
modeles ouverts, souvent dits en éponge (Figure 4). En effet, Marchin et al. (2007) ont montré, en
utilisant des techniques d’observation de cryo-microscopie a transmission, que la caséine k n’était

pas uniquement a la surface de la micelle de caséine.

L%@%#%
V%z%%%% %W %R—Para -caséine K

Caséine-K

_

Espace

i ; Phosphate de calcium

Caséine-B

Figure 4. Structure en éponge de la micelle de caséine (Dalgleish et Corredig, 2012).
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2.1.3. Protéines du lactosérum

Elles représentent 17 % de la matiere azotée. Elles se retrouvent dans le lactosérum et sont
qualifiées de solubles parce qu’elles ne précipitent pas au pHi de la cas€ine entiere. Les deux
principales protéines du lactosérum sont 1’a-lactalbumine et la B-lactoglobuline (tableau 4) elles
sont les plus immunogénes et leur composition en acides aminés est tres différente de celle des
cas¢éines en ce qu’elles contiennent moins d’acide glutamique et proline mais sont plus riches en
acides aminés soufrés (Ramet et Weber, 1980). Le lactosérum referme également des protéoses-

peptones qui sont des substances glycoprotéiques peu abondantes dans le lait (Vetier et al., 2000).

Tableau 4 : Caractéristiques des constituants des protéines du lactosérum (Cayot et Lorient.,
1998).

Nature Composition | Poids moléculaire et | pH caractéristiques
(g/L) nombre de résidus
- Lactoglobuline 2,7 18000 (162) 5,2 2 ponts disulfures
a-lactalbumine 1,5 163 (132) 51 4 ponts
disulfure /groupement
thiol libre
sérumalbumine 0,5 65000 (582) 4,7 17 ponts disulfures
Immunoglobuline 0,7 150000 a 1800000 7,5 Majorité anticorps
Protéose-peptone 0,5 - - Protéine tres
hétérogéne
Protéines 0,30 43000 4086000 - Composition complexe
mineures et hétérogene
2.2. Eau

C’est I’¢élément quantitativement le plus important. Elle conditionne I’état physique des autres
constituants, en intervenant dans 1’émulsion de la matieére grasse et la dispersion des micelles de
caséines lors de la transformation (75 a 80%) de cette eau se retrouve dans le lactosérum. De plus

I’eau intervient dans le développement bactérien et les altérations du lait (Mahaut et al., 2003).

12
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2.3. Glucides
Le sucre principal du lait est le lactose, disaccharide constitué par I’association d’une molécule
de glucose et d’une molécule de galactose. On ne reléve que 70 mg.L™? de glucose et 20 mg.L ! de
galactose ainsi que des traces d’autres glucides.
Le constituant principal de la matiére séche du lait est le lactose qui présente une moyenne de
50 g/L (Linden et Lorient., 1994).

D’autres glucides peuvent étre présents en faible quantité, comme le glucose et le galactose qui
proviendraient de 1’hydrolyse du lactose, en outre certains glucides peuvent se combiner au

protéines (Amiot et al ., 2002).

2.4. Lipides
Les lipides du lait n’ont aucun role dans le phénoméne de coagulation. Ils sont constitués en
majeure partie de triglycérides qui représentent 97 a 99% des lipides totaux. Ces lipides se

solidifient a température ambiante (Boyaval, 1995).

La composition des lipides du lait varie avec 1’espéce ; 35¢/1 environ pour celui de la femme et de

la vache ; 40 a 50 g/l pour les autres especes.

En plus des triglycérides, on trouve des phospholipides, stérols cholestérol notamment qui

constituent le reste (1 a 3 % des lipides totaux) (Linden et Lorient, 1994).
2.5. Minéraux

IIs sont présents dans le lait a 7 g/l environ. Les plus représentés, en quantité, sont le calcium, le
phosphore, le potassium et le chlore (tableau 5). On retrouve ces matiéres salines soit en solution
dans la fraction soluble, soit sous forme liée dans la fraction insoluble. Certains minéraux se
trouvent exclusivement a 1’état dissous sous forme d’ions (sodium, potassium et chlore) et sont
particulierement bio disponibles. Les autres (calcium, phosphore, magnésium et soufre) existent

dans les deux fractions (Libouga et al., 2013).
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Tableau 5 : Composition du lait en minéraux (Julliard et Richard, 1996).

Minéraux Teneur (mg/kg) Minéraux Teneur (mg/kg)
Sodium (Na) 445 Calcium (Ca) 1180
Magnésium (Mg) 105 Fer (Fe) 0,50
Phosphore (P) 896 Cuivre (Cu) 0,10
Chlore (CI) 958 Zinc (Zn) 3,80
Potassium (K) 1500 lode (1) 0,28

2.6. Vitamines

Toutes les vitamines sont présentes dans le lait frais en quantité plus ou moins grande a
I’exception de la vitamine B 12. A noter la richesse en vitamine B 12. (Tableau 6). Le lait est une
bonne source en vitamines, on distingue les vitamines hydrosolubles (vitamines B1, B2, B6) et les
vitamines liposolubles (Vitamine A, D, E, K) (Debry, 2001).

Tableau 6 : Teneur moyenne des principales vitamines du lait (Debry, 2001).

Vitamines

Teneur moyenne (pug/ml)

Vitamines liposolubles
Vitamine A (+ carotenes)
Vitamine D
Vitamine E
Vitamine K
Vitamines hydrosolubles
Vitamine C (acide ascorbique)
Vitamine B1 (thiamine)
Vitamine B2 (riboflavine)
Vitamine B6 (pyridoxine)
Vitamine B12 (cyanocobalamine)
Niacine et niacinamide
Acide pantothénique
Acide folique
Vitamine H (biotine)

40ug/100ml

2,4ug/100ml

100pug/100ml
5ug/100ml

2/ ug 100ml
45u9/100ml
175pg/100ml
50pg/100ml
0,45ug/100ml
90ug/100ml
350p1g/100ml
5,5ug/100ml
3,5u19/100ml

14
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2.7. Enzymes

Ce sont des substances organiques de nature protidique, produites par des cellules ou des
organismes vivants, agissant comme catalyseurs dans les réactions biochimiques. Environ 60
enzymes principales ont été répertoriées dans le lait dont 20 sont des constituants natifs.
Une grande partie se retrouve dans la membrane des globules gras mais le lait contient de

nombreuses cellules (leucocytes, bactéries) qui élaborent des enzymes (Pougheon, 2001).

3. Caracteristiques du lait
3.1. Caractéristiques organoleptiques
3.1.1. Couleur

Le lait est un liquide blanc mat, opaque a cause des micelles de caséinates, ou parfois bleuté
ou jaunatre du fait du béta caroténe ou de la lactoflavine continue dans la matiere grasse. (Sousa et
Malcata. 2002).

3.1.2. Odeur

Toujours faible et variable en fonction de I'alimentation de la femelle productrice

3.1.3. Saveur
Elle est douceétre, faiblement sucrée, en raison de sa richesse en lactose dont le pouvoir

sucrant est inférieure a celui du saccharose.

3.1.4. Viscosité

e La viscosité en fonction de I’espéce, on distingue : Un lait visqueux chez les monogastriques
(jument, &nesse, carnivores, et femme), on parle de lait aloumineux.

e Un lait moins visqueux chez les herbivores (lait de brebis plus visqueux que celui de la
vache), ce lait est dit caséineux.
3.2. Caractéristiques physico-chimiques
3.2.1. Densité

Elle oscille entre 1,028 et 1,034. Elle doit étre supérieure ou égale a 1,028 a 20°C.

La densité des laits de grand mélange des laiteries est de 1,032 a 20°C. La densité des laits écrémés
est supérieure a 1,035 (Vierling, 2008).
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3.2.2. Acidité de titration ou acidité Dornic

Le lait présente une acidité qui peut étre titrée par une solution d’hydroxyde de sodium en
présence de phénophtaléine a 1 % comme indicateur coloré. Cette acidité est exprimée en degré
dornic, c'est-a-dire en décigramme d'acide lactique par litre. Le mouillage du lait provoque une
diminution de son acidité qui se situe normalement entre 15 et 18°D pour un lait frais (AFNOR,
1986).

3.2.3. Point de congélation

Le point de congélation du lait est I'une de ses caractéristiques physiques la plus constante. Sa
valeur moyenne, si I’on considére des productions individuelles de vache, se situe entre -0,54 °C et —
0,55°C.

Le point de congélation du lait est 1égérement inférieur a celui de I’eau puisque la présence de
solides solubilisés abaisse le point de congélation. Il peut varier de -0,530°Ca  -0,575°C avec une
moyenne a -0,555°C. (Mathieu, 1998).

3.24.pH

Le pH du lait n’est pas une valeur constante, il est de 1’ordre de 6,6 et 6.8; il peut varier au cours
du cycle de lactation et sous I’influence de I’alimentation. Le pH représente I’acidité actuelle du lait,
c’est celle-ci que dépendent des propriétés importantes comme la stabilité de la caséine. le pH

permet de déterminer le vieillissement du lait (Vetier et al., 2000 in Beka, 2011).
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Il Facteurs de variation de la composition du lait

Les grandes variations de la composition du lait qui apparaissent au niveau des laits
individuels (vaches considérées individuellement) s’atténuent au niveau des étables et les laiteries.
Par ailleurs, des modifications de composition interviennent tout au long de la chaine des traitements
depuis I’instant de la traite jusqu’a celui regus par les usines laitieres (lait de grand mélange).

La composition chimique du lait et ses caractéristiques technologiques varient sous 1’effet
d’un grand nombre de facteurs. Ces principaux facteurs de variation sont bien connus, ils sont liés
soit a I’animal (facteurs génétiques, stade de lactation, état sanitaire ...) soit au milieu et a la
conduite d’¢levage (saison, climat, alimentation). Cependant, si les effets propres de ces facteurs ont
été largement étudiés, leurs répercussions pratiques sont parfois plus difficiles a interpréter compte
tenu de leurs interrelations. (Pougheon, 2001)

1. Effets de la race

De nombreuses études ont été réalisées pour évaluer ’effet des caractéristiques génétiques
des animaux sur les caractéristiques du lait. La comparaison des deux races Normande a celui des
vaches Holstein fait apparaitre de grandes différences pour la plupart des variables, la race
Normande produisant moins de lait que la Holstein, mais ayant des taux protéiques (+ 2 a + 2,5 %o0),
butyreux (+ 2 a + 3 %0) et calciques (+ 0,1 %0) nettement plus élevés, des micelles de caséine plus
petites et des tests technologiques trés supérieurs (différence relative de - 26 % pour le temps de
floculation, - 72 % pour le temps de raffermissement, + 20 % pour la fermeté du caillé). (Froc et al.,
1988)

Les différences de composition du lait entre races et régimes, essentiellement de taux
protéique, se sont répercutées directement sur le rendement en fromage frais et affiné. Les
rendements les plus élevés ont été obtenus avec les régimes a base de foin et d’herbe paturée et avec
les vaches Montbeéliardes. La baisse du taux protéique du lait liée au régime ensilage d’herbe et a la
race Holstein s’est traduite par une réduction du rendement fromager. (Garel et Coulon, 1990).

La limite supérieure de la teneur en différents taux dans le lait de vache (TP et TB) est
déterminée par son potentiel génétique. C'est pour cela que 1’on parle de races laitiéres, qui se
distinguent par le volume et la composition du lait qu'elles produisent. Ce sont les Frisonnes qui
produisent le plus grand volume de lait ; en moyenne 7890 kg par vélage mais c’est chez
les vaches les moins productives que I'on trouve le lait le plus riche en corps gras (5%), alors que les

Frisonnes fournissent un lait qui n'en contient que 3,61%.(Coulon et al., 1991)
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Selon Machboeuf et al. (1993), On n’observe pratiquement pas d’influence significative de la race
sur les proportions relatives des différentes caséines. Les vaches Montbéliardes présentent
cependant la plus forte proportion de caséines béta et les Tarentaises la plus faible, en particulier
juste apreés la mise a I’herbe.

Tableau 7 : production laitiere quotidienne moyenne, taux butyreux et protéique moyen par race.

(Coulon et al. 1998)

Caracteres Production laitiere | Taux butyreux | Taux
Races (Kg /jour) (a/) protéique
(9/1)
Montbéliarde 20 38,6 34,1
Holstein 30,5 40,7 33,3
Guernesey 12 46 36
Ayrshire 28 39 33
Jersey 11 48 38
Pie rouge des plaines | 23 41,3 34,4
Brune des Alpes 24 39,3 34,5
Normande 20,5 43,4 35,4
Abondance 19 37,4 34,3
Tarentaise 15 36,1 33,7
Bleu du nord 17,5 36,5 32,3

Selon les mémes auteurs, le lait produit par la vache Montbéliarde est plus riche en matiéres grasses
que celui produit par les vaches Holstein. Par ailleurs Pougheon et Goursaud (2001), affirment que
la sélection sur la quantité de lait lui réduit sa richesse, alors que la sélection sur les quantités de

matiéres grasse permet de maintenir les taux a un niveau génetique plus constant.
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2. Effets de I’alimentation

Contrairement a la plupart des autres facteurs, ils agissent & court terme et peuvent faire
varier les taux butyreux et protéique de maniére indépendante. (Martin et Coulon, 1995).

L’apport de concentré au paturage entraine une baisse du taux butyreux et une augmentation du taux
protéique du lait de - 0,30 g/kg et + 0,24 g/kg respectivement pour chaque kg de MS de concentré
consommeé (Delaby et al, 2003)

Selon Coulon et al. (1997), les vaches nourries a base de foins produisent moins de lait que celle
recevant de I'ensilage d'herbe (19,5 kg/j contre 20,2 kg/ j), mais leurs laits sont plus riches en
matiéres grasses et en protéines (31,2 g/kg contre 32,2 g/kg).

L’introduction de la luzerne déshydratée de qualité en substitution partielle de ’ensilage de
mais a permis d’augmenter la production de lait et de faire baisser le taux butyreux sans affecter le
taux protéiques. Le taux protéique augmente donc de maniére linéaire avec les apports énergétiques
(Bony et al., 2005).

Au contraire, le taux butyreux tend a baisser dans le cas de niveaux énergétiques tres élevés en
raison de I’arrét de la mobilisation des réserves corporelles qui entrainent souvent une augmentation
du taux butyreux (Doreau et Chilliard, 1992).
Selon Agabriel et al. (1993) 1’augmentation d'apport énergétique se traduit généralement par un
accroissement de la teneur en protéines et de la production laitiére.

La complémentation a base de BIlé a induit une Iégere baisse de la production laitiére (-0,5
kg, p<0, 05) et un accroissement modéré du taux protéique (+0,5 g/kg, p<0,01) par rapport aux 2
concentreés riches en parois végétales (Delabyet et Peyraud, 1994).
Hoden, (1987) affirme qu'en début de la lactation chez les vaches recevant a volonté des ensilages
de mais d'excellente qualité, I'amélioration de la nutrition azotée fait augmenter la production de lait
tout en diminuant la mobilisation des réserves lipidiques. Cependant le taux butyreux ne diminue
pas, il a plutdt tendance a s’accroitre, car l'ingestion de fourrage et sa proportion dans la ration

s'accroissent (tableau 8).
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Tableau 8 : Influence du niveau des apports azotés en début de lactation sur la production et la

composition du lait. (Hoden, 1987)

Distribution du fourrage limité A volonté
Niveau d’apport azoté bas haut bas haut
Quantité d’ingérées kg MS
- ensilage de mais 10.5 10.5 11.2 13.4
- aliment concentré 5.5 5.6 4.7 4.8
Apports  PDI 1430 175 135 1920
UFL 15.5 1g.5 14(3.3 16.2
Lait (kg) 24.9 28.0 25.9 29.6
Taux butyreux g %o 40.1 39.3 41.4 42.6
Taux protéique g %o 32.5 323 32.3 32.7
Perte de poids vif (kg) -13 -20 -23 -13

Une étude (Chenais et al., 2004) compare les taux des différents acides gras du lait en

fonction de différents types d’alimentation. D’une manicre générale les laits d’été, issus d’une

alimentation a base de fourrage en vert sont plus riches en acides gras longs et insaturés que les laits

d’hiver issus d’une alimentation a base de fourrages conservés. Cet effet semble indépendant des

espeéces paturées, mais il est moins marqué lorsque 1’herbe paturée est associée a de 1’ensilage

d’herbe ou de mais (tableau 9).
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Tableau 9 : Influence du régime alimentaire sur la composition en acides gras des laits
(Chenais et al., 2004)

Type de régime Estival Hivernal

Régime PatEM | PatEH | RGA |RGATB| PN | EM | EMs | EMc |EMEH | EH
Nb de séne 7 ! 3 5 2 } l l ! ]

AG ("% das AG totany)

AG courts 3| WLl 98 | &7 | &7 | 87 | 41 | 93 | 88 | &9

AG moyens (C12-C16) | 498a | 501 | 439b | 464b | 49b | 63 | 579 | $43 | M6 | 574

AG longs ¥la [ 368 | HAb | 4270 ) HIb | B3 | 35 | Me | BD | 3
AG satures 682a | 694 | 638b | 644b | 635D | T24 | AL | 09 | 7 | T4
dont C16:0 Wla | 317 | 258b | 200b | 252b | 357 | 358 | 33 | 382 | 366

CI8:0 042 | 88 | 110b | 108b | M2c | 90 88 95 | 100 | 86
AGMI 262a | 48 | 28b | 287b | 278ab | B | 26 | M4 | 29 | AT
dont C18 21 BTa | AT | 0b | 2600 | 2gab | 0 [ 196 | N6 | 02 | 187

CI§:1.111 20a 16 | 29b | 31b | 26ab | 13 10 2 29 10
trans hors vace. | 0.9 09 11 1] 10 09 08 08 1l 0.7

AGHI 30a | 3T | 44b | 44b | 40ab | 29 2\ 3 L0 | 30

dont C18 -2 28a | 17 | 34b | 35b | 292 | 24 12 16 2 | 12

C18:3 05a | 07 | 0Tb | 08b | 08b 3 0 3 03 | 03
(LA 08a | 07 | 14b | 13b | 10ab | 06 04 0.5 04 | 04
AG oméga-3 06a | 07 | 09b [ 10b | 09b | 04 03 03 04 | 03
AG oméga-6 23 2 Ll 2) 20 Ll Ll 23| 1l 1l
Oméga-6/Omega-3 44 29 23 6 | 23 73 83 80 56 | 32

Pat-EM : ration a base d’herbe au paturage + ensilage de mais Pat-EH : ration a base d’herbe au
paturage + ensilage d’herbe RGA : ration a base de paturage de Ray Grass Anglais
RGA-TB : ration a base de paturage de Ray Grass Anglais + Tréfle Blanc PN : ration a base de
prairie naturelle
EM : ration a base d’ensilage de mais
EMs : ration a base d’ensilage de mais + tourteau de soja EMc : ration a base d’ensilage de mais +
tourteau de colza EM-EH : ration a base d’ensilage de mais + ensilage d’herbe EH : ration a base
d’ensilage d’herbe.

Dans une autre étude (Verdier Metz et al., 1998 in Voisin,2010), d’importantes différences
de caractéristiques sensorielles ont été observees entre des fromages selon que le lait provenait de
vaches recevant une ration hivernale (2 base de foin et d’ensilage d’herbe) ou conduites au

printemps sur un paturage de montagne (Tableau 10).
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Tableau 10 : Effet de la conservation du fourrage sur les caractéristiques physico-chimiques et

sensorielles des fromages (Verdier-Metz et al., 1998 in Voisin 2010).

Essai 1 Essai 2
Ration Ensilage . Ensilage <
d’herbge Foin d’herbge Paturage
Lait
Taux butyreux (g/kg) 35,3 36,3 36,4 3.1
Taux protéique (g/kg) 33,6 33,5 28,7** 33,6
Fromage
Extrait sec (%) 54,6 54,8 52,6 H2.T
Gras/sec (g/kg) 523 52,0 54 1+ 50,5
Indice de jaune (Index de colorimétrie)] ~ 32,9** 29,9 24,7** 30,5
Texture ferme ) 46 45 4 3** 34
Texture collante 3,1 3,3 4.1* 3,5
Intensité du goat v 5,4 53 5,0** 5,6
Intensité de I'odeur 5,2 5,2 46 44
Odeur piquante - - 1.3 0,2
Amertume J 3,5 3,2 1,5* 1,9

*:P<0,05;*:P<0,01.

3. Facteurs physiologiques
3.1. Effets du stade de lactation

Les teneurs du lait en matiéres grasses et protéiques évoluent de facon inverse a la quantité
de lait produite. Elles sont ¢élevées en début de lactation (période colostrale), elles chutent jusqu’a un
minimum au 2eme mois de lactation aprés un palier de 15 a 140 jours. Les taux croissent plus

rapidement dans les trois derniers mois de lactation (Pougheon et Goursaud, 2001)

Les taux évoluent de facon inverse a la production laitiere. Aprés un pic atteint entre 15 et 50
jours de lactation, la PL chute jusqu’a la fin de la lactation de 11 a 12 kg selon la race. Au contraire,
le TB et le TP atteignent leur minimum autour du pic de lactation puis augmentent respectivement
de 5,5a7,2g/kg etde 6,6 a 7,2 g/kg selon la race (Legarto et al., 2014)

Selon Meklati et al.(2017), le stade de lactation contribue de maniére significative a la
variation de certains parametres physico-chimiques (acidité, densité et taux de graisse) du lait livré

aux transformateurs locaux. Le profil du lait (AG) a également changé de maniére
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significative avec une faible proportion d'acides gras saturés (AGT) en début de lactation, en
augmentation trés significative en fin de lactation (respectivement 33.83 contre 38.85 %) (tableau
11).

D’aprés Coulon et Machboeuf, (1994), 1’augmentation du taux de calcium en seconde

lactation a été accompagnée d’une diminution du taux de caséines, contrairement a la relation
positive couramment observée entre ces 2 parametres, et d’autre part, la seconde année, les taux de
calcium mesurés sur des vaches en premiére ou en seconde lactation ont été identiques.
Dans d’autres études Coulon et al. (1991), ont rapporté que les teneurs en matiéres grasses et en
protéines évoluent de fagon inverse & la quantité de lait produite. Elles sont maximales au cours des
premiers jours de lactation, minimales durant les deuxiéme et troisieme mois de lactation, et
s’accroissent ensuite jusqu’a la fin de lactation. Cette augmentation est due en partie a I’avancement
du stade de gestation, qui diminue la persistance de la production laitiere.

Tableau 11 : Effets moyens et significatifs du stade de lactation sur la composition physico-
chimique du lait (Meklati et al., 2017)

Paramétres Stade de lactation

physico- début milieu Fin
chimiques

pH 6.60+0.06 6.65+0.02 6.67+0.02
Acidité 17.93+0.952 17.26+0.162b 16.69+0.18b
Densité 1030.93+0.23ab 1030.27+0.04b 1031.66+0.754
EST (0/L) | 120.73+2.39b 120.37+0.58b 126.37+2.904
ESD (g/L) 84.93+0.04 84.20+0.15 85.02+0.93
TP (g/L) 30.43+0.87 31.64+0.34 31.86+0.70
TB (g/L) 35.80+2.80b 36.17+0.660 41.11+2.72a
AGT (g/L) | 33.83+2.64b 34.18+0.63b 38.85+2.574

p> 0,05, dans chaque colonne, les valeurs (moyenne + écart type) mentionnées avec des lettres
différentes sont significativement différentes (p <0,05) en utilisant le test de Duncan. La lettre «a»
correspond a la moyenne ajustée la plus élevée. Dans une méme colonne, les valeurs avec des lettres

différentes different considérablement les unes des autres
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3.2. Effets numéro de lactation

Plusieurs auteurs ont confirmé que la quantité de lait et la quantité de matiére grasse,
augmentent avec 1’dge au premier vélage jusqu’a un maximum puis diminuent (Cooper et al.
1982). En effet les vaches atteignent leur maximum de production vers la 4°™ et la 5°™ lactation
(Ray et al. 1992).

Coulon et Machboeuf (1994), ont rapporté que le taux de caseines et les différents parametres de

la coagulation du lait ont été améliorés de 20 a 30% en deuxiéme lactation.

Selon Agabriel et al., (1990), les primipares ont des taux butyreux supérieurs (+ 0,8 g/kg en
moyenne) et des taux protéiques inférieurs a ceux des multipares (- 0,6 g/kg apres le 4eme mois de
lactation).

D’autre part Mattalah et al. (2015) ont signalé que Le numéro de lactation a un effet sur la
composition du lait. Les vaches en 4°™ |actation ont produit un lait plus riche en matiéres grasses et
en protéines que celles en 6°™ lactation. D’autres part Legarto et al. (2014), ont rapporté que Les
multipares ont des performances différentes des primipares (L1).

Les vaches en deuxiéme lactation (L2) produisent, selon la race, jusqu’a 2,3 kg de lait, 0,6 g/kg de
TB et 0,8 g/kg de TP de plus que les L1. Les écarts de performances entre multipares de rangs
différents sont plus faibles. Les vaches en quatriéme lactation et plus (L4+) produisent jusqu’a 1,8
kg de lait de plus que les L2. Les vaches en troisieme lactation

(L3) ont des performances intermédiaires.

Tableau 12: Influence du numéro de lactation sur la quantité et la composition du lait Produit.
(Robinson et al., 1973 in Chikhone, 1977)

N° de Nbr de Quantité de | Matiere Composition du lait %o
lait produite | grasse

lactation | vaches

(L/lactation) | (9/L) | Esc MA Caséine | Lactose
1 187 3310 411 90,1 33,6 27,3 47.2
2 138 3590 40,6 89,2 33,5 26,6 46,2
3 108 3840 40,3 88,2 32,8 36,3 459
4 102 4110 40,2 88,4 33 26,1 45,7
5 75 3930 39 87,2 32,6 254 453
6 65 4020 39,1 87,4 33 26,2 44 8
7 44 4260 39,4 86,7 325 25,3 44.8
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3.3. L’4ge au premier vélage

Les vaches vélant pour la premiére fois apres 35 mois produisent selon la race 0,5 a 0,7 kg de
lait en plus que celles vélant avant 28 mois. Ces mémes vaches produisent un lait ayant, en race
Holstein, jusqu’a + 0,9 g/kg de TB et + 0,5 g/kg de TP. Les vaches Normandes vélant a plus de 35
mois produisent + 0,5 g/kg de TB que celles vélant précocement.

Le TP n’est pas affecté dans cette race. En Montbéliarde, ni le TB ni le TP ne sont influencés par
I’4ge au premier vélage. Le profil en AG du lait est peu affecté par ce facteur. (Legarto et al.,
2014).

Agabriel et al. (1990) rapportent que les vélages de fin d’été et d’automne (aofit a octobre)
conduisent ainsi a une meilleure persistance de la production et a des taux plus stables et plus élevés
(+ 0,7 g/kg de taux protéique, P < 0,01) que les vélages de fin d’hiver (février a avril). Les lactations
démarrant en début d’été (mai a juillet), bien qu’ayant le niveau initial le plus élevé, présentent une
production totale inférieure de prés de 700 kg (P< 0,01) a celle des lactations démarrant en fin d’été

ou au début d’hiver

4. Effets de la saison

La saison agit essentiellement par 1’intermédiaire de la durée du jour. La plupart des travaux
ont, en effet, montré qu’une durée d’éclairement expérimentale longue (15 a 16 h par jour),
augmentait la production laitiere et diminuait parfois la richesse du lait en matieres utiles. (Coulon
etal., 1991)

Différents indices permettent de penser qu’un effet propre de la saison intervient sur les

relations entre certaines variables laitieres observées, effet qui interfére avec les fortes liaisons bien
connues, telles que taux de caséine-fermeté par exemple.
Pour illustrer ce propos, on citera, en particulier, le cas de deux groupes de lait (Normandes hiver et
Pie-Noires-printemps), qui ont des laits tres similaires du point de vue des taux de matiéres azotées
et des dimensions des micelles et dont les qualités technologiques sont significativement trés
différentes : les laits des Normandes-hiver sont meilleurs pour le temps de floculation et moins bons
pour le temps de raffermissement et la fermeté du caillé. Ces observations montrent la nécessité
d’études plus fines concernant les variations saisonniéres des laits. (Froc et al., 1988)

D’un autre c6té et selon Coulon et al. (1986), les variations saisonniéres de la production
laitiere sont assez marquées ; il semble que les mois d’avril a juillet soient les plus favorables et

ceux d’aolit a novembre les moins favorables, ce qui expliquerait la meilleure persistance de
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production des vaches ayant vélé en hiver. Ce résultat est vraisemblablement di a I’effet favorable

de la mise a I’herbe et du début de la période de paturage sur la production laitiere.

Selon Chenais et al. (2004). Les laits d’hiver sont plus riches en acides gras moyens (+8,8 pt) et

saturés (+6,5 pt). Leur rapport oméga-6 / oméga-3 est aussi significativement plus élevé (+3,3 pt).

(tableau 13).

La production laitiére est minimale de juillet a décembre et maximale de mars a mai, 1’écart

entre ces deux périodes étant de 1,3 kg/j en Holstein, 1,7 kg/j en Normande et 2,8 kg/j en

Montbéliarde. Les courbes d’évolution des taux sont paralléles entre elles et inverses a celle de la

production laitiére. Le TB est minimal en été¢ et maximal en hiver. L’écart maximal observé est de

2,6 a 3,1 g/kg selon la race. L’amplitude des variations du TP est de 1,8 a 2,8 g/kg selon la race.

(Legarto et al., 2014).

Tableau 13 : Influence du type de régime sur la composition des laits en acides gras (Chenais et al.

2004)
Type de régime Hivernal Estival
Nb de séries 10 18
AG (% des AG totaux)
AG courts 8,9 9,2
AG moyens (C12-C16) 56,2 47,4
AG longs 33,3 41,4
AG saturés 72,7 66,2
dont C16:0 35,5 28,1
C18:0 91 11,0
AGMI 22,8 27,6
dont C18:1 19,8 25,0
C18:1,t11 1,2 2,5
trans hors vacc. 0,8 1,0
AGPI 2,9 4,0
dont C18 :2 2,3 3,1
C18:3 0,4 0,7
CLA 0,5 1,0
AG omega-3 0,4 0,8
AG omega-6 2,1 2,3
Oméga-6/0méga-3 6,6 3,3
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I11. La coagulation du lait
1. Généralités

La Coagulation du lait est une étape décisive dans la fabrication de toutes les variétés de
fromage. Il s’agit en général de la transformation du lait liquide en un gel, appelé coagulum ou caillé
qui, apres un certain nombre de transformations, deviendra un fromage (Shieh et al.
2009;Mohamed Ahmed et al., 2010).

Elle correspond a une déstabilisation de 1’état micellaire originel des caséines qui floculent
puis se soudent pour former un caillot lactique ou présure, retient selon le cas plus ou moins de
mati¢re grasse, de minéraux, d’eau et des éléments solubles, ce qui a une incidence directe sur les
rendements fromagers. On peut provoquer la coagulation par acidification, par I’action d’une

enzyme ou encore par I’action combinée des deux (Vignola, 2002; Fox et al., 2004; Belitz et al.,
2009).

D’apres St Gelais et Tirard, (2002) la coagulation du lait peut se caractériser par trois

parametres

= Le temps de prise (temps de floculation) ;
= Le taux (vitesse du raffermissement) ;

» La fermenté maximale du gel ;

2. Type de coagulation

En technologie fromagere on distingue trois types de coagulation

v" Coagulation par voie acide

v Coagulation par voie enzymatique

v Coagulation mixte
2.1. Coagulation par voie acide

Pendant la coagulation acide, le pH du lait diminue et les propriétés physicochimiques des
micelles de caséine sont profondément modifiées.

L'abaissement du pH par acidification réduit en effet jusqu'a la neutralisation de la charge
négative des micelles de caséine, due a la fixation des protons H* libres par certains acides aminés
(acide glutamique, acide aspartique et la phospho-sérine). Au pH 5,2 (a 20°C), elles deviennent

suffisamment instables pour former un début dagglomération, alors quau pH 4,6 (point
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isoélectrique de la caséine) la charge électrique est complétement neutre, entrainant ainsi la
coagulation compléte.

De plus, l'acidité du milieu a pour effet d'augmenter la solubilité des minéraux, de sorte que le
calcium et le phosphore organiques de la micelle passent graduellement en solution dans la phase
aqueuse. Il s'ensuit donc un caillé partiellement déminéralisé qui laisse facilement traverser le
lactosérum (phénomene de synérese).

Le caractere acide du caillé va autoriser un allongement significatif de la durée de
conservation au froid des produits. (Fox et al., 2004; Tamime, 2006; Belitz et al., 2009).
Selon Brule et al., (1997) la coagulation par vois acide dépend de plusieurs facteurs
v’ La concentration en protéines ;

v" Les conditions d’acidification (pH, vitesse d’acidification, température) ;

2.2. Coagulation par voie enzymatique

Un grand nombre d’enzyme protéolytique d’origines animale, végétale ou microbienne, ont les
propriétés de coaguler le complexe caséine. La présure (mélange de chymosine et pepsine), sécrétée
dans la caillette des jeunes ruminants nourris au lait, est I’enzyme coagulante la mieux connue et son
mécanisme d’action est bien établi. (Corredig et Salvatore, 2016).

La présure est une enzyme protéolytique utilisée pour la fabrication de fromages affinés (type
cheddar, etc.) et de la caséine. Son substrat spécifique est la caséine x qu’elle hydrolyse a une
température de I’ordre de 35°C.

La protéolyse conduit a une déstabilisation de caséines micellaire et libéré deux molécules, la
para caséines k et un macro peptide ou caséinoglyco peptide soluble, renfermant 20 a 30 % de
glucides et une séquence de 64 acides aminés.

Cette action spécifique accentuée par la présence de Ca et P est dite réaction primaire de la

présure. (Vierling, 2003).

2.2.1 Mécanisme de coagulation enzymatique
La coagulation du lait par la présure se déroule en trois étapes désignées communément par
v" L’hydrolyse enzymatique de la caséine k. (phase primaire)
v’ L’agrégation des micelles déstabilisées. (phase secondaire)
v’ La réticulation et la formation du gel. (phase tertiaire) (Figure 5) (Mahaut et al. ,2003 ;

Ronez, 2012).
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ESIX 22010

Coagulation enzymatique EALHO LA
CMP : Caséino-Macro-Péptide
- Micelles de caséine native
meare-ymmnes — Micelle de caséine
l Phase I ; Phase enzymatique Pepsine .
native

: Paracaséinate K (micelle) + CMP (hydrophile Sérum) Hydrolyse de|la caséine k

CMP + Paracaséinate K

Phase II : Phase d'agrégation .En présence
,deCa" etsilaT°C est supérieure d 15°C

Liaison phosphate de calcium

- Augmentation daractere
hydrophobe de§ micelles

/~ t Lactosérum - Création de noyvelles liaisons
s—=" 1 entre les micelles
Si agitation ou chocs en début Agl'é ation
de phase Il, apparition d’un
floculat « caillé déstructuré ». Organisation du gel

l Phase III ; Phase d'organisation

’
Durcissement et début de la synérése GEI presure

Le temps de durcissement avant tranchage sera court. => C aill é p r é sure
Coagulum

Figure 5 : Les gels laitiers et le phénomeéne de coagulation par la présure (Ronez, 2012).

v Phase primaire ou d’hydrolyse enzymatique :
La phase primaire ou enzymatique déclenche la coagulation par hydrolyse spécifique de cas€ine k
au niveau de la phénylalanine (105) et méthionine (106). Selon Corredig et Salvtore, (2016), il
résulte de cette coupure deux segments inégaux possédant des caractéristiques différentes.

v Le para caséine : segment de 1 a105, basique, hydrophobe et liée aux caséines a s et 3

siege de la coagulation proprement dite (formation du coagulum).
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v' La caséine macro peptidique (appelée aussi glycopeptide) segment de 106 a 169, acide
hydrophile et libre qui passe dans le lactoserum.
v Phase secondaire ou phase d’agrégation :

La réaction secondaire de la coagulation est purement chimique et nécessite la présence
d’ions calcium et phosphate qui interviennent dans la formation du gel par polymérisation de para
caseines. Plusieurs hypothese ont été émises pour expliquer le mécanisme de la formation du gel,
suite a un phénomeéne de polymérisation par condensation de deux molécules de para caséines k.
Les ions calcium initient la polymérisation en formant des ponts salins, alors que les ions
phosphates conduisent a la fermeture du cycle de la polymérisation, avec I’apparition d’une valence
libre. Celle-ci est capable de s’accrocher a nouveau a un autre cycle similaire et permettre ainsi la
condensation avec d’autres molécules, le mécanisme conduit a la formation d’un réseau protéique
plus au moins lache qui confere au coagulum son caractere gel (Green et al., 1987).

Selon Mahaut et al., (2003) la réaction secondaire ne commence que lorsque le taux

d’hydrolyse de la caséine « atteint 80 a 90%.

v Phase tertiaire ou de formation du gel :

Les micelles agregees subissent de profondes réorganisations : des liaisons de nature variée
s’établissent entre les micelles (électrostatiques, hydrophobes et salines) pour former un gel constitué par

un réseau lache emprisonnant le lactosérum et la matiere grasse. (Scriban, 1999 ; Ronez, 2012).

2.3. Coagulation mixte

Elle résulte de I’action conjuguée de la présure et de 1’acidification .Cette méthode est utilisée
pour I’obtention de fromages frais (petits-suise, demi-sels) et de fromages a pate molle (camembert).
(Mahaut et al.,2003).

Dans les deux cas, apres formation de coagulum, s’exsude et se détache du lactosérum. C’est
la synérese du caillé ou égouttage. Ce phénoméne de synérese est rapide pour le coagulum par
emprésurage et lent pour le coagulum acide (Lenoir, 1985).

La floculation par voie enzymatique est plus courte que par voie acide (tableau 14) (Vignola, 2002)
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(coagulation par voie enzymatique) (Vignola., 2002).

Parametre Type de caillé
Lactique présure
Temps de floculation long (de 6 a 15 heures)| court de 10 a 30 min
pH faible <4,60 élevée (6.5a6.7)
Minéralisation faible (0,19 Ca/100g) | élevée (1al.2 g)
Structure micellaire détruite état micellaire
Teneur en eau élevée faible
Pouvoir tampon faible élevée
Teneur résiduel en lactose élevée faible
Type de mixture plastique, fragile élastique solide
Durée de conservation Faible élevée

(quelques semaines)

(quelques mois)

3. Facteurs influencant a ’activité coagulante
3.1. Concentration en enzyme
Le temps de coagulation est inversement proportionnel a la concentration en enzyme, ce qui

peut se formaliser selon 1’équation suivante (Mahaut et al ., 2003)

te=(K/E) + ta

Avec

tc : temps de coagulation (S).

K : inverse de la constante de vitesse.

E : concentration en enzyme.

ta : temps écoulé entre la fin de la réaction enzymatique et le point de coagulation (s).

3.2. Température
Le phénomene de coagulation est fortement dépendant de la température (tableau 15)
v Au-dessous de 10°C, la coagulation du lait ne se produit pas.
v" Dans I’intervalle 10 a 20° C, la vitesse de coagulation est lente.
v Au-dessus de 20°C, elle augmente progressivement jusqu'a 40 a 42°C, au-dela elle diminue.

v Au-dessus de 65°C, il n’y a plus de coagulation, I’enzyme est inactivée.
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La température influe considérablement sur I’étape de I’interaction micellaire relativement a son
action sur I’étape de ’hydrolyse enzymatique (St Gelais et Tirard, 2002).
Tableau 15 : Impact de la température sur la coagulation du lait par la présure (St Gelais et Tirard,
2002).

Température Impact
<10°C Il n’y a pas de coagulation (I’enzyme a une
vitesse lente)

10-20°C La coagulation est lente

30-42°C Iy a une augmentation progressive de la
vitesse de coagulation.

42-55°C La vitesse de coagulation diminue.

55°C et + Il'y a absence de coagulation.

3.3. pH

L’abaissement du pH du lait entraine un temps de coagulation plus court. Cela résulte d’une
part d’un effet sur I’activité de ’enzyme, dont le pH optimal d’action sur la caséine k est de 5.5,
d’autre part de la diminution de la stabilité des micelles, liée a la neutralisation des charges et de la

libération d’ions calcium a partir des complexes dissous et colloidaux (Mahaut et al ., 2003).

3.4. Teneur en CaCl;

L’addition de CaCl; entraine une augmentation du calcium ionisé et du calcium colloidal ayant
pour conséquence une augmentation de la taille des micelles (plus la dimension de la micelle est

grande, plus le temps de coagulation est court. (Mahaut et al., 2003).
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IV. Les succedanés de présure

1. Présure
1.1. Définition
La présure de veau est composée de 80 % de chymosine et 20% de pepsine, c’est la plus

ancienne enzyme de coagulation du lait. Elle est toujours la plus largement utilisée dans
les procédures de fabrication de fromage . Les propriétés coagulantes de la présure de veau sont
principalement dues a la chymosine, une protéase aspartique considérée comme le meilleur agent de
coagulation en raison de sa haute spécificité pour le clivage de la K -caséine de la liaison peptidique
Phe 1% Met 1% (kumar et al., 2006 ; Kurutahalli et al. 2010 ; Esposito et al., 2016 ).

1.2. Origine et dénomination
La présure de veau est la préparation coagulante traditionnelle la plus utilisée pour la

coagulation du lait (Alais, 1984 ; Wigley, 1996). De faibles quantités sont obtenues a partir de
I’estomac de chevreau et d’agneau.

La dénomination présure est réservée a I’extrait coagulant provenant de la quatriéme poche de
I’estomac de veau de lait appelée abomasum ou caillette. Elle renferme deux enzymes actives. La
chymosine est la protéase majeure responsable d’au moins 85% de I’activité coagulante totale le
complément est apporté par la pepsine. On observe les plus fortes teneurs en chymosine chez les
animaux non sevrés ; dés que la ration alimentaire renferme des aliments solides et que le jeune
animal commence a brouter, la proportion de chymosine chute trés fortement ; a I’inverse, la pepsine

devient dominante et caractérise la sécrétion stomacale du mammifére adulte (Garg et Johri, 1993).

1.3. Composition

1.3.1. Chymosine
La chymosine est la protéase majeure responsable d’au moins 85% de I’activité coagulante
totale (Ramet, 1997). Elle est synthétisée sous forme de prochymosine, activée sous 1’action du suc
gastrique acide. Elle subit alors une conversion en chymosine active.
La chymosine C’est une holoprotéine de 35,6 kDa, appartenant au groupe des protéases acides

(pH optimal entre 4 et 5), stable a pH 5,3 — 6,3, inactivée a 7,5, dénaturée a 8. Sa température
optimale d’action est voisine de 40°C. I’inactivation thermique a lieu a 50° C, elle est totale a 61° C

(Lenoir et al., 1985 ; Scriban, 1999).
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La chymosine bovine est une protéine globulaire constituée de 323 résidus et présentant une
homologie de séquence de 55% avec pepsine. La chymosine de veau naturelle se trouve sous trois
isoformes: A, B et C. La différence entre A et les formes B sont liées a un acide aminé différent
résidu en position 243 de la chaine moléculaire, qui est un Asp sous la forme A et un Gly dans le B
forme (Chitpinityol et Crabbe, 1998). La Chymosine C apparait
comme étant un produit de dégradation de la Chymosine A (Danley et Geoghegan, 1988).

1.3.2. Pepsine

La pepsine est le constituant mineur de la présure dont la sécrétion gastrique ne devient
prépondérante qu’apres sevrage (Ramet, 1997). Elle est produite sous forme d’un précurseur inactif,
le pepsinogéne. La forme pepsine active est obtenu par acidification, la pepsine a un poids
moléculaire de 35 kDa (Alais, 1984).

La pepsine est une protéase acide qui se trouve dans l'estomac de la quasi-totalité
des vertébrés ; elle présente une activité optimale entre pH 1 et 2, tandis que le pH optimal de
I'estomac est de 2 a 4. La pepsine est inactivée au-dela de pH 6,0. L'enzyme catalyse I'hydrolyse des
liaisons peptidiques entre deux acides aminés hydrophobes. (Rao et al., 1998)

A I’opposé de la chymosine, la pepsine poss€de une activité protéolytique élevée et une faible
activité coagulante. Bien que la pepsine puisse coaguler le lait, elle a tendance a étre
associée a des pertes de matiére graisse plus importantes au cours de la fabrication du fromage.
(Garg and Johri, 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 au-dela d’une température de 55°C. Elle est dénaturée par
des températures de 70°C (Graiday, 1978).

Les pepsinogenes sont synthétisés dans la muqueuse gastrique et convertis par
autocatalysation en leur forme active correspondante dans I'environnement acide du suc gastrique,
en libérant les segments d'activation du NH 2 -terminal. Jusqu'a présent, cinq groupes de
pepsinogeénes ont été classés, a savoir les pepsinogenes A, B et F, la progastricine (ou propepsine C)
et la prochymosine, principalement présentes dans le suc gastrique des mammiferes feetaux et
nouveau-nés (Kageyama, 2002). Les pepsines ont en commun, la propriété de cliver les substrats
protéiques, tels que I'hémoglobine dénaturée , I'albumine sérique et les oligopeptides appropriés ,
dans des conditions de pH acide (Wu et al., 2009).
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2. Propriété spécifique exigées du succédané de présure

Les enzymes de remplacement de la présure doivent répondre aux critéres suivants (Ramet,
1997)
- Une bonne solubilité¢ dans 1’eau.
- Une odeur et une couleur faibles ou nulles.
- Une activité coagulante bonne et une durée de consommation raisonnable.
- Une absence de toxicité pour le consommateur et un degré de pureté élevé pour éviter tout accident
de prolifération de microorganismes indésirables.
- La synérese du coagulum au cours de I’égouttage et les modalités de I’affinage devrait permettre
d’obtenir les caractéristiques usuelles des fromages dans un délai sensiblement égal a celui de la
présure.
- Les rendements fromagers doivent étre trés proches ou supérieurs a ceux révélés lors de 1’emploi
de la présure.
3. Enzymes coagulants le lait d’origine végétale

Contrairement a la présure qui est spécifique a la k-caséine, les aspartyl-protéases des plantes
peuvent hydrolyser les caséines o, B et k, ce qui provoque une acidité excessive, (Simoes et Faro,
2004). Plusieurs préparations coagulantes sont issues du régne végétal et sont extraites par
macération de différentes parties de plantes supérieures (Ramet, 1997).
La plupart des protéases végétales isolées et caractérisées ont été classés comme protéases a
cystéine, qui sont largement utilisées dans plusieurs procédés de I'industrie alimentaire.
L'inconvénient majeur de I'utilisation des protéases a cystéine est lié a leur activité facilement
réduite par I'oxydation de I'air et les ions métalliques. Par conséquent, I'application de ces enzymes
nécessite des réducteurs et agents chélatants et, par conséquent, ne sont ni économiques ni pratiques
(Tomar et al., 2008). En revanche, les protéases sérine
sont a la fois stables et actives dans des conditions defavorables de
températures et pH élevés, ainsi qu'en présence de I'un ou l'autre des tensioactifs
ou agents oxydants. Ainsi, les serines protéases sont plus utiles et économiques
pour applications industrielles (Tripathi et al., 2011)
Plusieurs enzymes coagulantes ont été identifiées dans différentes especes végétales; Cependant, de
nombreuses préparations enzymatiques sont jugees inappropriées car elles produisent des fromages
extrémement amers (Egito et al., 2007 ; Beigomi et al., 2014 ). Les activités proteolytiques

excessives de la plupart des coagulants végétaux ont limité leur utilisation dans la fabrication de
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fromage en raison des faibles rendements en fromage, de la saveur ameére et des défauts de
texture. La recherche de nouvelles enzymes potentielles de coagulation chez les plantes se poursuit
encore afin de répondre a la demande mondiale croissante pour une production de fromages
diversifiés et de bonne qualité (Shah et al., 2014 ).

Les protéases végétales les plus couramment utilisées sont les cystéine endopeptidases
papaine, bromélaine et la ficine. En outre, les protéases aspartique jouent un réle important dans
I'industrie alimentaire, par exemple, l'industrie du fromage. Les cardosines sont les protéases
aspartique obtenues a partir des fleurs de Cynara cardunculus L. (Verissimo et al. 1996 ; Oliveira
et al. 2010 ), dont l'activité de coagulation du lait, a été exploitée en Espagne et au Portugal depuis
de nombreuses années. Les propriétés moléculaires et enzymatiques de cardosine A, la plus

abondantes, ont été étudiées en détail (Frazao et al. 1999 et Sarmento et al. 2006)

4. Enzyme coagulant le lait d’origine animale

Des succédanés de présure sont produits par plusieurs mammiféres comme le chameau
(Siboukeur, 2005), le buffle (Mohanty et al., 2003), de chévre (kumar et al.,2006) et méme par les
visceres de poissons ( El-Beltagy et al.,2004 ; Zhou et al.,2007 et Wu et al., 2009 ).

L’étude comparative des activités coagulantes et protéolytiques de ces enzymes a révélée
qu’elles présentent des caractéristiques proches de celles de la présure (Polaina et Macabe, 2007).

De nombreuses protéases d’origine animale ont fait ’objet d’études en vue d’une utilisation
potentielle en fromagerie. Selon Findlay et al. (1984), La pepsine extraite du proventricule de
poulet permettrait la fabrication de Cheddar si la maturation n’excéde pas trois mois.

Les pepsines ont une activité protéolytique assez voisine de celle de la chymosine ; leurs
sensibilités aux variations des facteurs de milieu sont semblables sauf pour I’effet pH ; elles ont un
caractére plus acide avec un optimum au voisinage de pH 1,5-2,0 (Ramet, 1997).

Certains succédanés d’origine animale peuvent étre considérés comme des produits de
remplacement acceptables de la présure de veau.

Les pepsines aviaires du poulet ( Bohak, 1969 ), de la caille ( Esumi et al., 1980 ), du canard
(Pichova et Kostka, 1990) et de la dinde ( Temiz et al.,2007 ; Temiz et al., 2008) sont

considérées comme des sources adequates de la pepsine
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4.1. Pepsine aviaire
4.1.1. Tractus digestif de la dinde

Quel que soit I’espéce aviaire, I’appareil digestif, (Figure 6) se distingue globalement par :

Un bec remplacant les lévres des mammifeéres ; deux estomacs mécanique et chimique et une partie
terminale ou cloaque dans lequel aboutit a la fois le rectum, les voies urinaires et génitales.

Les deux estomacs sont spécifiés par : le ventricule succenturié, ou proventricule considéré comme
I’estomac sécrétoire chimique.

L’estomac : il se divise généralement en deux parties, une glandulaire et une musculaire. Une fois
sortie du jabot, la nourriture se dirige vers le proventricule qui correspond a la partie glandulaire, ou
des glandes spécialisées sécrétent le suc gastrique, nécessaire a une digestion chimique des éléments
composant le bol alimentaire. Puis, elle est emmenée vers la partic musculaire de 1’estomac : le
gésier (ou ventricule). Il s’agit d’un organe a parois épaisses et musculaires qui ne possedent pas de
glandes. Grace a ses mouvements et aux gastrolithes présentes dans le gésier, la nourriture sera

broyée (Alamargot, 1982).

Claague
Feulurre
‘— Duodénum v
Bec Pancrias
Cesophage

Cascum
Jabot

Figure 6 : Appareil digestif de la dinde (Alamargot, 1982)
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4.1.2. Composition de la pepsine de dinde

La séquence prédictive de I'enzyme pepsine-like de Meleagris gallopavo XP_010709067 a
été comparée au programme BLAST disponible au site_https://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ a celle

du précurseur de l'enzyme pepsine-like du poulet (Gallus gallus) NP_990209 ( Sakamoto et
al.,1998 ). L'alignement montre une identité d'acides aminés de 95%, suggérant que les enzymes
pepsine-like de la dinde et du poulet sont tres proches, anticipant une relation séquence / structure

élevée entre ces enzymes

5. Enzymes coagulants le lait d’origine microbienne

Les micro-organismes élaborent un large éventail de protéases, qui sont intra ou
extracellulaires. Parmi les protéases, les protéases aspartate trouvent leur application dans
I’industrie fromagere.
Différentes alternatives microbiennes sont utilisées pour la production de chymosine, mais ces
techniques ne conviennent pas a la production de fromage de qualité. Elles sont responsables du
godt amer (Kumar et al., 2006 ; Walsh et Li, 2000 ). Une autre caractéristique frappante qui
empéche l'utilisation de la présure microbienne est leur grande stabilité thermique. L’activité
protéolytique élevée provoque une protéolyse indésirable, entrainant une perte de saveur et un godt
amer (Garnot, 1985 ).

Les protéases (EC 3.4.23.6) commercialisées, sont extraites de trois microorganismes:
Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus et Cryphonectria parasitica (Corredig et
Salvatore ,2016)

Les présures microbiennes de différentes sources different par leur poids moléculaire, leurs
points isoélectriques, leur activité spécifique, leur composition en acides aminés et leur nature en

glycoprotéines (Kurutahalli et al., 2010).

5.1. Enzymes d’Origine bactérienne

De nombreuses especes de bactéries ont été étudiées, notamment celles appartenant aux
genres Bacillus et Pseudomonas tels que Bacillus cereus, Bacillus polymyxa, Bacillus subtilis et
Bacillus coagulans. Les résultats ont eété en genéral décevants en raison de ’activité protéolytique
généralement trés élevée de ces protéases par rapport a celle de la présure. La protéase de Bacillus

cereus dégradait rapidement la caséine entiére. En effet, un fromage type
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cheddar préparé avec une protéase de Bacillus subtilis présentait, d’une part une flaveur acceptable ,
cependant, le rendement est tres faible suite a une protéolyse excessive (Ramet, 1997).

Les enzymes provenant de souches bactériennes ont également été signalées, principalement
a partir de Bacillus sp. Myxococcus sp. (Poza et al.2003) et Nocardiopsis sp. (Cavalcanti et al.
2005). Par ailleurs, le cas de Bacillus licheniformis USC13 est intéressant a signaler. En effet il a
été utilisé pour la production d'enzyme coagulant le lait, cependant, des études ont révélé que
I'enzyme était une protéinase de type sérine. (Yegin and Dekker, 2013)

Mateos et al. (2015), ont signalé la production de protéases extracellulaires, qui résistent au
traitement a haute température (UHT), sont responsables de la détérioration du lait, entrainant une

saveur amere et une gélification du lait UHT pendant le stockage.

5.2. Enzymes d’Origine fongique

Contrairement aux protéases bactériennes, les protéases fongiques ont donné de meilleurs
résultats, souvent comparables a ceux obtenus avec la présure (Luquet ,1987).

Parmi les substituants de la chymosine, les enzymes de Mucor pusillus et de M. miehei ont
connu le plus large développement. De par ses propriétés, la protéase de M. miehei se rapproche le
plus de la présure animale, notamment pour ce qui concerne le ratio activité coagulante/ activité
protéolytique (Joyeaux, 1982 ; Garg et Johri, 1993 ;Tiezhu, 2011).

Par ailleurs, les enzymes fongiques se caractérisent par une stabilité thermique analogue a celle de la
présure (Goursaud, 1993).

Kurutahalli et al. (2010) ont également signalé la production d'une enzyme coagulant le
lait par Aspergillus oryzae MTCC 5341, présente une faible activité protéolytique et une faible
stabilité thermique,.

6. Chymosine recombinante

Le génie génétique est utilisé pour produire des microorganismes génétiqguement modifiés
capables de synthétiser la chymosine recombinante , chimiquement et fonctionnellement identique a
I'enzyme native produite par les ruminants ( Espinoza-Molina et al., 2016 ). La chymosine de veau
(variante génétique B) est largement produite par la technologie de I'ADN recombinant par des
micro-organismes tels  qu’Aspergillus niger et Kluyveromyces lactis .D'autres  chymosines

recombinantes sont obtenues a partir de chévre et de buffle ( Corredig et Salvatore, 2016 ).
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O’Sullivan et Fox (1991) ont comparé les fromages produits par la chymosine de veau et sa forme
recombinante exprimée en K. lactis. Il a été prouvé que les deux enzymes se comportaient de
maniere similaire sous toutes les conditions environnementales étudiées et il n'y avait pas de
différence entre les fromages produits.

Cette méthode constitue 1’une des voies porteuses d’espoir pour la synthése d’enzymes

utilisables dans 1’industrie laitiére.

La chymosine B est produite a partir de champignon A. niger (Chymax de Chr. Hansen) et la
levure laitiere K. lactis (Maxiren de DSM Food Specialties) et les deux produits sont disponibles
dans le commerce en différentes qualités de pureté pour les  fromagers.
Différentes études comparatives ont été réalisees pour déterminer les différences

entre la chymosine recombinante et la chymosine standard de veau (Yegin and Dekker, 2013)
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V. Fromage frais
1. Généralités

La qualité et les propriétés du lait de mélange issu de la ferme, ont un effet direct sur les
propriétés fonctionnelles du fromage. Des facteurs tels que: la race des bovins, le stade de la
lactation, la saison de traite et l'alimentation affectent la composition du lait, et donc les propriétés
du fromage (Lucey et al., 1992). La standardisation du lait est réalisée pour minimiser certaines
variations en composition avec un rapport caséine-matiere grasse cible. (Scott et al., 1998).

Les fromages fabriqués en Algérie restent peu nombreux. Il s’agit essentiellement du camembert et
autres pates pressées, des fromages frais et des fromages fondu (Khoualdi, 2017).

Les fromages frais sont traditionnellement des fromages qui résultent d’une coagulation lente
du lait par action de I’acidification combinée ou non de celle d’une faible quantité de présure, ils
sont fabriqués a partir de laits ou de creme propres a la consommation humaine. Les fromages frais
présentent une grande diversité selon le degré d’égouttage du coagulum et la teneur en maticre
grasse du lait mis en ceuvre. Les différents fromages a pate fraiche sont caractérisés par (Mahaut et
al., 2000)

2. Difféerents types de fromage frais

Il existe deux types de fromage frais (Veisseyre, 1979) :
v' A coagulation Lente :
o Fontaine bleu
o Neufchatel frais

. Suisse

v" A coagulation Rapide :
e  Fromage a la pie

3. Petit suisse

La définition précise du petit suisse, se traduit par les caractéristiques suivantes :
-Forme cylindrique

-Poids de 60g environ,

-Teneur en matiere grasse de 4 %

-Teneur en extrait sec totale 30 % de fromage. (Veisseyre, 1979).
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4. Fabrication du fromage

4.1. Préparation du lait

La qualité du lait de fromagerie peut étre définie comme son aptitude a donner un bon fromage dans
les conditions de travail normales avec un rendement satisfaisant. Elle dépend d’un certain nombre
de caractéristiques du produit : sa composition chimique notamment sa richesse en caséines, sa

charge microbienne, la nature de sa microflore et son aptitude au développement des bactéries
lactiques. Elle dépend aussi de son comportement vis-a-vis de la présure (Thapon, 2005).

4.2. Standardisation

La standardisation consiste a ajuster la composition du lait de mélange afin d’obtenir une teneur
minimale en extrait sec (ES) et en matieres grasses (MG) dans le fromage élaboré. Elle est réalisée
par le mélange du lait entier & du lait écrémé ou de la creme a du lait écrémé dans des proportions

calculées.

4.3. Homogénéisation

L’homogénéisation mécanique est un traitement industriel employé principalement pour stabiliser
I’émulsion de la matiére grasse du lait afin d’éviter la séparation de la créme par gravité. Elle a pour
but principal de diminuer le diamétre des gouttelettes de la phase dispersée en fractionnant les
globules gras en de plus petits globules.

Parce qu’elle présente I’avantage de stabiliser I’émulsion de la matiere grasse uniformément
dispersée dans tout le liquide, I’homogénéisation posséde d’autres effets sur le lait, tel que le
blanchiment de sa couleur, I’augmentation de sa tendance a mousser, la réduction de Ia
prédisposition a 1’auto oxydation et ainsi a la formation de flaveurs non désirées. Enfin, les globules
gras perdent leur capacité de s’agglutiner au cours du refroidissement, a la suite de I’inactivation des
agglutinines. Ce traitement donne au lait une saveur et une texture plus douces, plus onctueuses pour
la méme teneur en matiere grasse (Eck et Gillis 1997).

4.4. Traitement thermique

La pasteurisation est un chauffage suffisant pour détruire tous les germes pathogenes. La
température de la pasteurisation la plus fréquente est comprise entre 65 a 75°C et parfois 80°C
pendant 15 a 20 secondes. Ensuite, le lait pasteurisé est conduit vers des tanks de stockage ou la
temperature est de 10 a12°C (Veisseyre, 1975).
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4.5. Prématuration
La prématuration a pour objectif d’enrichir le lait en phosphate mono calcique, chlorures de calcium
et d’autres ingrédients, afin de renforcer la coagulation et la cohésion du caillé et de rétablir

1’équilibre chimique des composants du lait (Lenoir et al., 1983).

4.6. Maturation
L’addition des levains lactiques en maturation chaude (30 — 35°C) pendant 1 a 2 heures a pour role
d’acidifier le lait au pH d’emprésurage désiré et de diriger ’acidification pendant la phase

d’égouttage. La microflore lactique doit étre présente dans le lait avant I’emprésurage (Lenoir et al.,
1983).

4.7. Emprésurage

Il correspond au moment ou l'on ajoute la présure en vue de provoquer la coagulation : Cette
derniere se traduit par une floculation des micelles de caséines qui s'unissent pour former un gel
accompagné d'une phase liquide appelée lactosérum. Apres maturation, le lait est additionné de 19 a
23 ml de présure pour 100 litres de lait. Le caillage est obtenu au bout de 10 a 15 min (Pointurier et
al., 1985).

4.8. Coagulation

La coagulation du lait, se traduit par la formation d’un gel, résulte des modifications physico-
chimiques intervenant au niveau des micelles de casé€ine. Les mécanismes proposés dans la
formation du coagulum différent totalement suivant que ces modifications sont induites par

acidification et /ou action d’enzymes coagulantes (Ramet, 2006).

4.9. Egouttage

L’égouttage résulte d’un processus actif, la synérése, qui est un phénomene physique de séparation
de la phase dispersante, fréquent dans les systémes biologiques contenant des polymeéres organisés
en réseau et I’aptitude d’écoulement du gel. Macroscopiquement, I’égouttage se traduit par une
¢limination progressive du lactosérum qui s’accompagne d’une rétraction et d’un durcissement
corrélatif du gel : il conduit a la formation d’une masse de caillé dont I’extrait sec est plus 0u moins

concentre et qui correspond au fromage (Mahaut et al., 2000).

43



Chapitre | Revue bibliographique
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standardisation
(30sec)

(Ajout de poudre de lait 0%
de MG Pour ramener EST a 93g/1)

¢ stockage
pasteurisation
J Addition de créme fraiche
ensemencement
Agitation + ferment Pate maigre
Iactitiue et présure Pate fraiche
maturation
12a ]J,4 hapH4,6 efroidissement Stockage dans des silos
. v
Décaillage conditionnement
v
thermisation séparation v
Stockage (4 a6°C)

Entrée 60°C, sortie a 40°C
Figure 7 : Diagramme de fabrication du fromage petit suisse par la laiterie ARIB (GIPLAIT)

5. Qualité sensorielles des fromages
Plusieurs hypothéeses sur les relations entre 1’alimentation en herbe et le fromage sont

évoquées. Tout d’abord, il y a I’hypotheése d’un transfert de composés de I’herbe vers le fromage
contribuant directement ou indirectement a ’ardme des fromages. Une autre hypothese est celle
d’une influence indirecte du paturage, entrainant, via 1’animal, des modifications des constituants

physico chimiques et microbiologiques du lait et du fromage. (Voisin, 2010).
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L’évaluation de la texture d’un aliment donné est basée, d’une part, sur le choix

des caracteristiques sensorielles a percevoir, et d’autre part sur la formation et I’entrainement du

panel de degustation (Figure 8)

Sensations
3 Kinesthésiques

N Sensations
Auditives
Tactiles

Surface

irréqularité

Sensations
Buccules

EXAMEN
SENSORIEL

Forme

APPARENCE

Taille

Couleur

Odeurs

Figure 8 : Les caractéristiques sensorielles de I’appréciation des fromages (Lavanchy et al., 1993).
Pour les fromages, la texture contribue le plus souvent a I’expression de 1’aréme : a

I’extréme elle emprisonne I’arome qui ne sera libéré que par saccades au gré de la mastication. Par

ailleurs, la texture peut atténuer, « amortir » un défaut d’arome en I’empéchant de s’exprimer

pleinement. Ainsi dans I’appréciation des fromages, la texture occupe une place non négligeable

(Lavanchy et al., 1993).
Ainsi, un écrémage partiel visant a standardiser le rapport matiéres grasses/protéines du lait

fait pratiquement disparaitre I’ effet de la race sur la texture du fromage, puisque cet effet est
justement largement lié aux différences de ce rapport d’ une race a I’autre. De méme, le traitement
thermique du lait semble masquer les effets de I’ alimentation sur la flaveur du fromage. Il est donc
vraisemblable que certaines pratiques de fabrication fromagére soient plus aptes a permettre I’

expression de |’ effet des facteurs de production qued’autres.(Coulonet al 2005)
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I. Présentation de la ferme d’étude

Cette ¢étude a été menée dans des conditions d’¢levage intensif, au niveau d’une
exploitation d’élevage collective (EAC Garamida), situee a Ain-sultan, Khemis-Miliana dans

la wilaya d’ Ain-defla.

Sa superficie totale (SAT) est de 32 hectares, répartie comme suit :
» Orge : 08 hectares
» Foin : 16 hectares
> BIlé tendre: 08 hectares
Elle dispose actuellement d’un effectif global de 45 vaches laitiéres en lactation, 12génisses, 14
velles, 20 veaux de race Montbéliarde et Holstein. Il existe deux modes de reproduction pour
maintenir I’effectif : I’insémination artificielle et I’accouplement.
Le choix de I’exploitation est basé sur les critéres suivants :

v Disponibilité d’un nombre suffisant de vaches laitiéres en phase de lactation et
pouvant assurer une production laitiére jusqu’a la fin de la période expérimentale ;
Facilité d’acces a la ferme ;

Coopération de I’¢leveur ;

Bon état de santé des vaches ;

ASIRNERNERN

Disponibilité de I’information.

1. Caractéristiques de la nourriture et des animaux

Quarante-cing vaches laitiéres, dont vingt-cing de race Montbéliarde et vingt vaches de
race Holstein, ont été étudiées pour une période expérimentale de 5 mois (janvier-mai).
Le régime alimentaire est basé sur le foin et fourrage vert. Ce régime est complété avec 10 kg /
jour / vache d'aliments concentrés (V-LB 17) a base de mais et de soja, repas distribué deux
fois par jour (5 kg le matin et 5 kg le soir) au moment de la traite pendant toute la période

experimentale.
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I1. Matériel biologique

1. Lait
Le lait est récolté chez le producteur, y reste seulement quelques heures (de 12 a

48heures, voire 72 heures selon la région et les périodes de 1’année), avant d’étre collecté et
ensuite traité dans un établissement de transformation (lait, fromage ...).
2. Proventricules de dinde

les proventricules bruts ont été extraits du systéme digestif de la dinde (Meleagris
gallopavo ) au niveau de 1’abattoir de Khemis-Miliana (W.Ain-Defla) (Figure 9). L'étude a
portée sur 500 g d'échantillon frais débarrassé de ses graisses, lavé plusieurs fois dans de I'eau

distillée, coupé et conditionné dans des sacs en plastique scellés et, enfin, conservéa -18°C

jusqu'a son utilisation.

—

Figure 9: photographie du proventricule de dinde

3. Substrat de Berridge

Le lait est obtenu, par reconstitution a 12 % (m/v) dans une solution de CaCl, (0.01M)
d’une poudre de lait écrémé (low heat type loya), préparant ainsi le substrat de Berridge. Aprés
reconstitution, le lait est conservé a 4 °C pendant une nuit, pour assurer 1’équilibre physico-

chimique d’une part, la stabilité et la réhydratation des micelles d’autre part (annexe 1).
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4. Présure commerciale

Nom: CHY-MAX poudre NB

Fabricant : CHR HANSEN (Danemark)

Dosage: IMCU/L de lait, avec une force 1/10000 eme (1g de poudre pour 10g d'eau a agiter le

tout pour 100litres de lait).

I11. Méthodes d’analyses

1. Analyses physico-chimiques du lait

Pour déterminer les caractéristiques du lait et I’extrait brut de pepsine de dinde aprés

extraction, différentes analyses physico-chimiques ont été effectuées.

1.1. Détermination de la matiére grasse totale

Elle est déterminée par La méthode de GERBER (acido-butyrométrique), norme NF
04-210 (AFNOR, 1986). Apreés dissolution des protéines par addition d'acide sulfurique, la
séparation de la matiére grasse du lait par centrifugation dans un butyrometre est favorisée par
I'addition d'une quantité d'alcool iso amylique.

1.2 Analyse chromatographique phase gazeuse

L’analyse chimique de référence pour déterminer la composition en acides gras repose
sur I’emploi de la chromatographie en phase gazeuse. Cette technique d'analyse nous permet
d'individualiser et de doser les acides gras apres estérification compléte de I'extrait lipidique qui
permet la transformation des composés en produits plus volatils.

Conditions Chromatographiques pour esters méthyliques (Annexe 2).
1.3. Dosage du lactose (Méthode de Bertrand)
Aprés défecation au ferrocyanure de zinc, le lactose est dosé dans le filtrat, grace a son
pouvoir réducteur par la méthode de Bertrand.
On exprime généralement le résultat en lactose hydraté celui-ci ne sera valable que si le lactose

n’a subi aucun début d’hydrolyse. (Annexe. 3)
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1.4. Détermination de I’azote total du lait

La détermination de I’azote total du lait ainsi que I’azote soluble a pH 4,6 (NST ou azote
non caséique) et I’azote soluble dans le TCA a 12% (NNP ou azote non protéique), est réalisée
en appliquant la méthode Kjeldhal selon la norme : NF V04-211 (AFNOR, 1986) (Annexe
n°6).Aprés le dosage des différentes fractions du lait on pourra déterminer les composants

suivants :

- Taux de matiéres azotées totales (MAT) = NT x 6,38 ;

- Taux protéique (TP) = (NT — NNP) x 6,38 ;

- Taux de caséines (C) = (NT —NST) x 6,38 ;

- Taux de protéines solubles (PS) = (NST — NNP) x 6,38 ;

- Taux d’azote non protéique (NNP) = NNP x 6,38. (annexe 4)

1.5. Acidité titrable

Le principe consiste a titrer I’acidité lactique du lait reconstitué substrat de Berridge)
par I’hydroxyde de sodium (0,IN) en présence de phénolphtaléine (1g dans 100 mL d’éthanol
96%) comme indicateur de couleur de neutralisation selon la norme francaise V 04-206

(AFNOR, 1986). Le résultat est exprimé en en grammes d’acide lactique par unité de volume.

2. Extraction enzymatique

L'extraction a été réalisée selon la méthode de Tsouli (1974)avec quelques
modifications. Le tissu du proventricule a été broyé dans du NaCl a 5% et de l'acide borique a
0,2% dans un rapport de 1/2 (poids / volume) du mélange d'extraction, congelé a
-18 ° C pendant 24 h, puis décongelé et macéré a 4 ° C sous agitation douce pendant 24 h, et le
mélange obtenu est filtré sur une bande a gaze et le filtrat est centrifugé a 3200ga 4 ° C
pendant 20 min et enfin, le surnageant récupéré est filtré sur papier filtre. Le pH de l'extrait
enzymatique brut a été ajusté a 2,0 avec du HCI 0,1 M et laissé reposer pendant 15 minutes a

température ambiante, puis réajusté a pH 5,0 avec du NaOH 0,1 M (Figure 10).
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Pro ventricule de la dinde

A\ 4

Nettoyage, dégraissage, lavage

\ 4
Découpage en petite morceaux

Broyage (100g) dans :
200ml Na cl a 5% +acide borique a 0,2%

y

Conggélation a -18C°/24h

|

Décongélation et macération a +4C°/24h

v

Filtration a travers une bande a gaze

J

Centrifugation 3200tr/15min a 20C°

|

Filtration sur papier

Ajustement du pH a 5 (activation de I’enzyme)

Obtention de
I'extrait
enzymatique
brut

Figure 10: Principales étapes d’extraction de I’enzyme brut a partir du pro-ventricule de la
dinde (Tsouli, 1974).

50



Chapitre II Matériel et méthodes

2.1 Détermination du taux de protéines totales de I’extrait enzymatique

Le taux de protéines totales de 1’extrait enzymatique est déterminé par la méthode de
Bradford (Bradford, 1976).

Le principe de cette méthode est basé sur la coloration des protéines de la solution par le
bleu de coomassie G-250. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de
protéine dans le milieu .C’est une méthode trés sensible détectant des teneurs en protéines
inferieurs a 10pg/mL .I’intensité de la coloration est mesurée a 595 nm au spectrophotométre.

La concentration en protéine est déterminée a I’aide d’une courbe étalon réalisée avec le

sérum albumine bovin (BSA), (Annexe 5).

2.2. Expression du rendement de I’extraction

Le rendement d’extraction de la présure est exprimé par unités présures totales
rapportées au volume final obtenu aprés extraction et a 1’unité de masse de proventricules frais.
Le rendement d’extraction relatif a I’extrait enzymatique brut coagulant de dinde obtenu apres
macération de 100 g de proventricules dans 300 mL de solution d’extraction est exprime par
unités présures totales rapportées au volume d’extraction final et a l'unité de masse de

proventricules frais ainsi que par la force coagulante.

2.3. Caractérisation de I’extrait enzymatique brut
2.3. 1. L activité coagulante

La méthode est basée sur la mesure du temps de floculation, qui consiste a I’intervalle de
temps compris entre le moment de I’emprésurage et 1’apparition des premiers flocons de

caséines visibles a I’ceil nu. (Alais, 1984).

L’activité coagulante est mesurée selon la méthode de Berridge (1945) sur le lait de
vache frais et le lait UHT. La technique consiste a ajouter 1 mL d’extrait enzymatique a 10 mL
de substrat contenant 0,01 M du CaCl2. Le pH est ensuite ajusté a 6,5 a I’aide d’une solution de
NaOH 0,1 N. Le temps de coagulation est le temps d’apparition des petits flocons dans un
mince film de lait s’écoulant sur la paroi du tube apres I’addition du substrat a 30°C.
L’activité est exprimée en unité présure (UP) qui correspond au nombre d’unités de poids ou de
volumes de lait qui peuvent étre coagulés par 1 mL de préparation coagulante en 100 secondes
a 30 °C. Elle est calculée en utilisant 1’équation de Berridge (1945) suivante :
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UP =10xV/ TexQ (1)
Ou:

UP = unité présure ;

V = volume de substrat standard utilisé ;
Q = volume d’extrait coagulant ;
Tc = temps de coagulation.
3. Méthodes de purification
3.1. Précipitation par le sulfate d’ammonium

La précipitation au sulfate d’ammonium a été réalisée selon la méthode de Harris et
Angal (1989). L’addition du sulfate d’ammonium a une solution protéique provoque une
déshydratation et précipitation des protéines (macromolécules), induisant ainsi le phénomeéne
de relargage.

La pré-purification a été réalisée avec des étapes successives de précipitation au sulfate

d'ammonium a 25, 50 et 75% de saturation (saturation a 100% correspond a 760 g / L de sulfate

d'ammonium a 25 ° C) sur un extrait enzymatique brut.

3.2. Dialyse

Pour éliminer les sels d’ammonium avant FPLC (chromatographie liquide rapide des
protéines) sur colonne échangeuse d’ions, les fractions obtenues apres chaque précipitation sont
dialysées sur des membranes de (8000 Dalton) découpées en boudins, contre un grand volume
de Tris / HCI (pH 7) a 4°C pendant 24 h sous agitation.

3.3. Chromatographie échangeuse d’ions (FPLC)

La chromatographie échangeuse d'ions permet la séparation des protéines selon la
charge nette. Pour cela, des résines échangeuses d’ions sont utilisées (Hi-Trap SP-FF
échangeuse de cations et Mono Q HR 5/5 échangeuse d’anions). (Annexe 6)

3.3.1. Chromatographie échangeuse de cations

Le culot obtenu avec 50% de saturation en sulfate d'ammonium a été mis en suspension
dans le formiate de sodium a pH 3,5, puis purifié par FPLC sur une colonne Hi-Trap SP-FF
(5x1mL) échangeuse de cations reliée a un appareil AKTA-Purifier. L’élution s’effectue en
utilisant un gradient en palier de NaCl de force ionique allant de 0 a 0.5M. Le débit d’¢élution

est maintenu constant & 1 mL/min. La lecture de I’absorbance est réalisée a 280 nm.
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Les fractions actives sont collectees, lyophilisées et conservées pour réaliser une

électrophorese.

3.3.2. Chromatographie échangeuse d’anions

Les fractions présentant une activité coagulante ont été regroupées et dialysées contre
du tampon Tris / HCI & pH 7,0 sur une membrane de 8 000 Da pendant 24 h dans une chambre
froide maintenue a 4 ° C. La solution dialysée a été ensuite chargée sur une colonne Mono Q
HR 5/5 échangeuse d'anions connectée a I'appareil AKTA-Purificateur. Un gradient de NaCl O-
0,5 M a été appliqué pendant 20 min a un debit de 1 mL/ min. Les fractions de coagulation ont

été ensuite analysées par SDS-PAGE .

3.4. Electrophorese en gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium
(SDS-PAGE)
Principe

Un échantillon protéique est chauffé a 100°C pendant 5 mn, en présence d’un détergent
anionique le dodécylsulfate de sodium (SDS ; 10% p/v) et d’un agent réducteur chargé de
rompre les liaisons disulfure, le 2-mercaptoéthanol (2-ME ; 4% v/v). La plupart des
polypeptides sont dans ce cas dissociés, ce qui permet la fixation du SDS sur les zones
hydrophobes des chaines peptidiques, les polypeptides acquiérent alors une forte charge

négative et ne seront séparés que suivant leur taille dans un gel de porosité appropriée.

3.4.1. Conditions expérimentales

La méthode en tampons discontinus de Laemmli (1970) est utilisée. Le gel (systeme de
migration verticale) est formé d'un gel de concentration (5 %) ; en tampon Tris-HCI 0,125 M,
pH 6,8 contenant 0,1% (p/v) de (SDS) et d'un gel de séparation (12%) en tampon Tris-HCI 0,38
M, pH 8,8 contenant 0,1% (m/v) de SDS.
Le tampon d'électrodes (pH 8,3) est composé de 50 mM de Tris, de 384 mM de glycine et de
0,1% (m/v) de SDS.
Les échantillons subissent alors un traitement thermique a 100°C pendant 3 min. Des depots de
20 pL sont effectués dans les puits du gel. La migration électrophorétique est effectuée sous des
conditions électriques de 500 mA, 250 W et 200 V (pour 2 gels) pendant 45 min environ, a
4°C.
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3.4.2. Révélation des proteéines par le bleu de Coomassie

Aprés migration électrophorétique, les protéines sont fixées dans le gel par l'acide
trichloracétique (TCA) a 12% (p/v) pendant 15 min, puis révélées pendant 2 h par
une suspension colloidale de bleu de Coomassie R250 a 0,1% (m/v) dans un mélange d'éthanol
a 50% (v/v) et de TCA a 2% (p/v). La décoloration est effectuée par plusieurs lavages dans
une solution d'éthanol a 30% (v/v) et d'acide acétique a 7,5% (v/v). Le gel est ensuite séché

entre deux feuilles de Cellophane dans un sécheur a gel et conservé sous cette forme.

3. 5. Chromatographie liquide haute performance a phase inversée (RP-HPLC)

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) sur colonne de phase inverse
permet la séparation des constituants d’un mélange selon leur hydrophobie relative. La phase
stationnaire est majoritairement composée de silice greffée par des groupements hydrophobes,
le plus souvent des chaines linéaires de 8 ou 18 atomes de carbones (C-8 et C-18). La phase
mobile est un solvant polaire. Ainsi, les composés sont ¢lués dans I’ordre de leur hydrophobie
croissante. La détection en sortie de colonne est réalisée par mesure d’absorbance en UV.

Pour identifier les différentes formes actives possibles dans I'extrait enzymatique, les
fractions de coagulation obtenues par chromatographie d' échange de cations ont été séparées
par RP-HPLC sur une colonne PTH-C18 a alésage étroit (220 x 2,1 mm, granulométrie 5 pum,
Applied Biosystems, Foster City , CA, USA) connecté au systeme Biopolymer Micro de
purification et d'analyse modéle 172 (Applied Biosystems). Un volume d'échantillon de 200 puL.
a été chargé sur la colonne. Un gradient d'acétonitrile de 2-70% contenant de l'acide
trifluoroacétique a 0,1% (v / v) a été appliqué pendant 60 minutes. Le débit était de 250 pL/
min et la détection a été effectuée a 215 nm. Les fractions ont été recueillies et soumises a un

test de coagulation.

4. Caractérisation de I’extrait enzymatique purifié

Pour mieux caractériser 1’extrait enzymatique du proventricule de la dinde, nous avons
déterminé les conditions optimales de I’activité coagulante, en faisant varier les parameétres
suivants : le pH, la température et la concentration en CaCl, du lait. L’activité coagulante est
exprimée en U.P. et mesurée selon les conditions standards de mesure de I’activité coagulante

ou tous les paramétres sont fixes sauf celui a étudier (T°: 35°C ; pH: 6,4 ; [CaCl.]: 0,01M).
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4.1. Détermination de la température optimale d’activité coagulante

La température optimale de coagulation du lait par I’extrait enzymatique a été
déterminée en mesurant le temps de coagulation du lait porté a des températures variables (30 a
70 °C) , en fixant la température aux valeurs suivantes : 30, 35, 40, 45,50, 55, 60, 65, 70 La
valeur de chaque activité coagulante correspond a la moyenne de trois essais.

L’activité coagulante est mesurée pour chaque valeur de T° (en U.A.C/ml). La valeur de
chaque activité coagulante correspond a la moyenne de trois essais.
4.2. Détermination du pH optimal de coagulation enzymatique

Le pH a une forte influence sur 1’activité enzymatique de ces préparations et par
consequent sur le temps de floculation du lait.
Le pH du substrat de Berridge a été ajusté dans la plage de 5,2 a 7,0 avec des solutions de HCI
0,1 M ou de NaOH 01 M. Apres 20 minutes d'incubation a température ambiante, le pH a été
mesuré et le temps de coagulation du lait a été déterminé. La température d’incubation est fixée

a 35°C. La valeur de chaque activité coagulante correspond a la moyenne de trois essais.

4.3. Détermination de la concentration de CaCl: sur P’activité coagulante

La concentration en CaCl, optimale de coagulation du lait par 1’extrait enzymatique
coagulant a été déterminée en mesurant le temps de coagulation du lait a différentes
concentrations de CaCl> (0,01 a 0,08 M), a température de 35°C et a pH 6,4.

4.4. Effet des inhibiteurs sur I'activité coagulante

Différents types d'inhibiteurs de protéinase ont été ajoutés a I’EEP pour obtenir la
concentration finale désignée. EDTA a (5 mM), pepstain A a (20uM) et 2- mercaptoéthanol a
(5 mM). Aprés incubation du mélange a la température ambiante (26-28 ° C) pendant 15 min,

I'activité restante a été mesurée. (Zhou et al., 2007).

5. Prédiction des séquences primaires en acides aminés

La prédiction de la séquence primaire de la pepsine de dinde a été faite par le logiciel
protparam qui est un outil qui permet de calculer divers parameétres physiques et chimiques
pour une protéine donnée stockée dans la banque de données Swiss-Prot (banque de données
biologiques de séquences protéiques ) OU pour une sequence protéique saisie par

I'utilisateur. Les parameétres calculés comprennent le poids moléculaire, le pHi théorique, la
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composition en acides amines, la composition atomique, le coefficient d'extinction, la demi-vie

estimée, l'indice d'instabilité, I'indice aliphatique et la grande moyenne d'hydropathicité

(GRAVY) (http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam).

L’alignement des séquences des acides aminés a été fait par le logiciel blast du NCBI (National
Center for Biotechnology Information), permettant la comparaison des séquences de

nucléotides et de protéines. (Site : http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)

6. Essai de fabrication de fromage a pate fraiche « petit suisse »
6.1. Préparation de lait

Le lait cru de vache préalablement étudié est transformé en caillé par 1’addition de la
présure d’une part pour le premier essai et par I’enzyme brut de dinde pour le deuxiéme essai
d’autre part. Le lait a une acidité de 16°D, il va subir une pasteurisation a tempeérature de 90°C

pendant 20 sec et refroidi par la suite a 25°C a 28°C.

6.2. Emprésurage

la coagulation est réalisée par ’ensemencement d’une culture mixte de 1 g de levains
mésophiles additionnée de 10 mL de I’extrait enzymatique brut ou 1 g de levains mésophiles
additionné de 3 mg de présure puis fermentation pour une durée 12 a 14 h .C’est I’opération la
plus importante dans la fabrication de fromage, elle correspond a une déstabilisation micellaire

originale du lait.

6.3. Découpage
Lorsque son acidité atteint 75 & 80°D, le caillé est brassé pendant 10 a 15 min, puis

subira une thermisation a 63°C pendant 6min.

6.4. Séparation

C’est une opération qui compléte la coagulation, elle a pour but la séparation de la phase
solide (caillé) de la phase aqueuse.

Le role de la séparation ne se limite pas a amener le coagulum a une teneur définie en
eau, elle permet aussi de régler sa minéralisation.

Une fois cette opération est détermineée le caillé brassée subit une séparation du sérum et

du caillé, ce dernier passe dans un refroidisseur de 4 a 6°C.
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Le caillé refroidi est additionné de creme fraiche a raison de 40 g/L de matiere grasse par

litre.
6.5. Analyse physico-chimique du lait
6.5.1. Détermination de I’acidité

Titrage de I’acidité par une solution de soude en présence de phénolphtaléine. Selon la
méthode AFNOR (1986).
Mode opératoire

Prendre (10mL) de I’échantillon a analyser, ajouter quelque goutte de phénolphtaléine,
faire le titrage avec la soude a (N/9), attendre 1‘apparition d’une couleur rose claire puis lire la
chute de burette(V).

A=Vx10 (2)

Avec :
A=acidité par degré du Dornic.

6.5.2. Détermination de la matiere séche totale (EST)

L’extrait sec total est obtenu par la dessiccation du lait, par évaporation d’une certaine
quantité¢ d’eau et pesée du résidu sec. Elle est mesurée a 1’aide d’un dessiccateur a infrarouge
(MA 30 Presisa), muni d’une balance permettant la lecture directe de la maticre séche exprimée

en gramme pour 100ml de lait (AFNOR, 1986).

L’extrait sec dégraissé (ESD) est déduit directement a partir de I’extrait sec total (EST) et
de la matiére grasse du lait par la formule : EST (g/l) — MG (g/l)

6.6. Contréle microbiologique du fromage
L’objectif de ces analyses est de déterminer 1’évolution de la flore bactérienne suivante :

» Germes aérobies mésophiles totaux.
» Coliformes totaux/fécaux.

» Clostridium S/R.

» Salmonelles. Staphylococcus aureus.

Pour le dénombrement et les milieux de culture (Voir annexe 7).
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I11. Analyse statistique

Les données expérimentales sont présentées sous forme de moyennes et d’écarts-type
de trois essais. Pour confirmer ou infirmer la présence d’une différence significative de certains
facteurs de mesure des données expérimentales, une analyse de la variance (ANOVA) au seuil
de 5% est effectuée par I’utilisation du logiciel XL-Stat (2010).

1. Test de Student (Test t)
Le test t compte parmi les procédures statistiques les plus fréquemment employées. Il
sert a comparer les différences de moyennes entre deux groupes. Le test suppose que les

variables sont normalement distribuées et que les variances de chaque groupe sont égales.

2. Test de corrélation

La corrélation permet d’étudier I’intensité de la liaison qui peut exister entre plusieurs
variables. La mesure de cette corrélation est obtenue par le calcul du coefficient de corrélation
linéaire compris entre -1 et 1. La matrice de corrélation regroupe les corrélations de plusieurs
variables entre elles, les coefficients indiquant I'influence que les variables ont les unes sur les

autres.
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Chapitre 11 Reésultats et discussion
I. Variation de la composition du lait en fonction de quelques facteurs de

production.

Plusieurs facteurs influencent la composition du lait de vache. Cette étude consiste a
¢évaluer les effets des facteurs de variation (I’alimentation et la race) sur la composition
physico-chimique du lait de vache (taux butyreux, taux protéique, I’extrait sec, la densité et
I’acidité).

1. Effet de la race sur la composition physico-chimique du lait

La comparaison entre races, présentée dans le tableau 16, fait apparaitre des différences non
significatives pour la majorité des parameétres physico-chimiques de la composition laitiere, mise a
part la teneur en extrait sec dégraissé qui présente une valeur significative d’apres les résultats
statistiques 83,75+1,27 pour la race Montbéliarde contre 80,2+1,01 pour la Holstein, avec un écart
3.55 avec (P< 0,05).

Tableau 16 : Effet de la race sur les caractéristiques physico-chimiques du lait

Parametres Moyenne + écart-type | Moyenne + écart-type | ddl | P Signification
Holstein Montbéliarde

Acidité (°D) 16,85+0,36 17,2+0,16 3 |013 NS
Densité 1030,45+0,32 1030,3510,17 3 | 0,67 NS
EST (g/L) 115,2+1,58 118,25+0,52 3 |0,08 NS
ESD (g/L) 80,2+1,01 83,75+1,27 3 |0,01 *
Lactose (g/L) 47,18+0,64 47,65+0,65 3 0,42 NS
Protéines (g/L) 32,9+1,24 33,05+0,21 3 0,85 NS

MG (g/L) 3510,5 34,5+0,86 3 1045 NS

*: significative (P< 0,05) ; NS: Non significative, ddl : degré de liberté

Le test de student, permet de comparer les moyennes obtenues pour les variables laitiéres pour

les deux races (Holstein et Montbéliarde).

L’acidité du lait de la Montbéliarde 17,2+0,16 est plus élevée que celle du lait de la race
Holstein 16,85+0,36 avec un écart de 0.35. L’effet race n’a pas de signification sur 1’aciditg,
méme si la Montbéliarde produirait un lait 1égérement acide, ces résultats obtenus pour les

deux races restent conformes aux normes.

La variabilit¢ du taux de lactose est faible entre les laits des deux races (Holstein et
Montbéliarde), avec une teneur de 47.18+0.64 contre 47.65+0.65 respectivement. Ces valeurs

sont en accord avec celles obtenues par Frog et al. (1988) dans une étude similaire.
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L’extrait sec 118,25+0,52 est plus ¢élevé chez la race Montbéliarde que la Holstein

115,2+1,58, mais cette différence et non significative. Cependant cette valeur est inférieure
aux valeurs rapportées par (Alais, 2003).

Pour la densité elle est légérement supérieure pour le lait de Holstein 1030,45+0,32 par
rapport a celle du lait de Montbéliarde 1030,35+0,17, avec un écart de 0.10. Le lait de la
Holstein est plus dense que celui de la Montbéliarde, ce résultat est en rapport avec la richesse

en matiere grasse.
1.1. Effet de la race sur la matiere grasse et les protéines

Le taux butyreux des Holstein 35+0,5 est supérieur a celui des Montbéliardes 34,5+0,86, avec
un écart de 0.5g/l en faveur de la race Holstein (Figure 11). Ces résultats sont en accord avec

ceux obtenus par Larbaoui et al. (2013) dans une étude similaire.

Le taux protéique du lait de la race Montbéliarde 33,05+0,21 est supérieur a celui des Holstein
32,941,24, avec un écart de 0.6 g/, d’un point de vue statistique cette différence est non

significative. (Figure 11)
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Figure 11 : Variation des teneurs en matiéres grasses et en protéines en fonction de la race

1.2. Effet de la race sur les acides gras
Les résultats relatifs au profil en acide gras, sont rapportés dans le tableau 17 et
permettent de faire les observations suivantes :
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1.2.1. Acides gras satures

Le profil des acides gras des laits, indique que le niveau en acides gras satures est plus élevé chez la
race Montbéliarde, avec 42,84 % pour AGSCMC et 11.91% pour AGSLC.

Comparativement, au lait de la race Holstein 38.96% pour AGSCMC et 10.18% AGSLC.

1.2.2. Acides gras insatureés

Le profil des acides gras des laits, indique que le niveau en acides gras insaturés est plus élevé chez
la race Montbéliarde, avec 2.76 % pour AGICMC et 28.26 % pour AGILC.

Comparativement, au lait de la race Holstein 2.22 % pour AGICMC et 27.5% AGILC.

(Figure 12). Cependant, plusieurs auteurs ont montré la race est un facteur de variation important
de la composition en acides gras du lait. Selon Boichard et al. (2014), chez les bovins, les AG
Saturés (AGS) exprimés en % du lait présentent une héritabilité moyenne a forte, tandis que les AG

insaturés (AGI) présentent une héritabilité faible a modérée.
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Figure 12 : Variation des proportions des acides gras a courte et moyenne

chaine et les acides gars a longue chaine en fonction de la race

D’apres tableau 17, les acides gras a courte et moyenne chaine, présentent un pourcentage
élevé en acide palmitique (C16 :0) avec un pourcentage de 25.78% chez la Montbéliarde
contre 23.39% pour la Holstein. De méme, 1’acide stéarique (C18:0) représente un

pourcentage de 8.55% pour le lait de la Montbéliarde contre 7.32% pour le lait de la Holstein.
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Par ailleurs, les AG insaturés a longues chaines, 1’acide oléique (C18:1) est le plus

représenté, dans le lait des deux races, avec 21.37% et 17.86% respectivement pour la

Montbéliarde et la Holstein.

Tableau 17 : Variation de la composition en acides gras du lait en fonction de la race

Acides gras Dénomination Holstein | Montbéliarde | écart %
% AG% % AG

C4.0 butyrique 1,58 1,75 0,17
C6:0 A, caproique 0,89 0,89 0
C8:.0 Acaprylique 0,59 0,56 -0,03
C10:0 A,caprique 1,49 1,61 0,12
C12:0 A,Laurique 2,01 2,41 0,4
C13:.0 A, Tridécénoique 0,11 0,18 0,07
C14:0 A,Myristique 7,41 8,19 0,78
C15:0 A,Pentadécénoique 1,11 1,23 0,12
C16:0 A, Palmitique 23,39 25,78 2,39
C17:0 A,Margarigue 0,38 0,24 -0,14
AGSCMC 38,96 42,84 3,88
Cl4:1 A, Tridécénoique 0,97 1,21 0,24
Cl6:1 A Palmétoleique 0,68 0,66 -0,02
Cil7:1 A,Margaroléique 0,57 0,89 0,32
AGICMC 2,22 2,76 0,54
C18:1 A, Oléique 17,86 21,37 3,51
C18:2 A Linoléigue 5,51 2,89 -2,62
C18:3 A,Linolénique 0,74 1,99 1,25
C20:1 A,Gadoléique 3,39 2,01 -1,38
AGILC 27,5 28,26 0,76
C18:0 A,Stéarique 7,32 8,55 1,23
C20:0 A Arachidiue 1,51 1,39 -0,12
C22:0 A,Béhinigque 1,35 1,97 0,62
AGSLC 10,18 11,91 1,73

2. Effet de ’alimentation sur la composition physico-chimique du lait

La substitution du régime foin et fourrage vert par I’orge et le bersim, montre des
effets significatifs sur la majorité des paramétres physico-chimiques des différents laits, mis a
part la densité et le lactose qui presentent des résultats non significatifs (selon 1’analyse

statistique).
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Tableau 18: Effet de I’alimentation sur les caractéristiques physico-chimiques du lait

paramétres Moyenne + écart-type | Moyenne * écart-type | ddl | P signification
Témoin Expérimental

Acidité (°D) 15,33+0.76 17.16+0.76 2 0.04 *

Densité 1030.3040,1 1030,4340,32 2 0.56 NS

EST (g/L) 113,80+0,32 128,20+0,73 2 0.000 i

ESD (g/L) 77,80+1.97 86,20+2.88 2 0.01 *

Lactose (g/L) 47,26+0,28 48,43+0,76 2 0.08 NS
Protéines (g/L) 33,1+0,08 33,79+0,26 2 0.04 *

MG (g/L) 35+1,73 42+2.64 2 0.03

*: significative (P< 0,05) ; ** : hautement significative (P<0,01), NS: Non significative
ddl : degré de liberté
2.1 Acidité
Selon tableau 18, I’acidité du lait du 16t expérimental 17.16+0.76 est plus élevée que
celle du lait du 16t témoin 15,33+0.76 avec un écart de 1.83. L’effet de I’alimentation est
significatif sur ’acidité
2.2 Lactose
La variabilité du taux de lactose des différents laits est élevée entre les deux 16ts
(témoin et expérimental), avec une teneur de 47,26+0,28 contre 48,43+0,76 respectivement.
Les variations des résultats entre les différents laits ne sont pas significatives (selon I’analyse

statistique).

2.3 EST

L’extrait sec 128,20+0,73 est plus élevé, dans le lait du 16t expérimental que dans le
lait du témoin 113,80+0,32. Cependant, les résultats de 1’analyse statistique montre que cette
différence est hautement significative.
Néanmoins, la teneur en extrait sec du lait issu du lait témoin, reste dans 1’intervalle des
normes établies.
Par ailleurs, il est bien connu que la teneur en extrait sec du lait varie selon la saison, ainsi,
elle est faible en hiver qu’en été (115g/1000 en hiver et 123g/1000 en été). Les variations
journalieres de matiere séche au cours de trois semaines de fabrication ont été plus accentuées

au paturage (Garel et Coulon, 1990).
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Selon Croguennec et al., (2008), l'augmentation ou la diminution de I'extrait sec total est

directement liée a une variation du taux de protéines et de la teneur en matiere grasse,
2.4 Densité
L’¢évaluation de la densité des différents laits, montre qu’elle est Iégérement supérieure
dans le lait du lot expérimental par rapport du lait du lot témoin 1030,43+0,32 contre

1030.30+0,1 respectivement, avec un écart 0.13.

2.5 Protéines
Selon tableau 18, on note une augmentation de la teneur en protéines du lait pour le
16t expérimental 33,79+0,26 contre 33,1+0,08 pour le lait du témoin avec un écart de 0.69
(Figure 13).

Agabriel et al. (1993), rapportent qu’une augmentation d’un apport énergétique se traduit
généralement par un accroissement de la teneur en protéines et de la production laitiére.
L’alimentation permet d’agir a court terme, et de maniére différente, sur le taux des protéines
et de maticres grasse. Le taux protéique varie dans le méme sens que 1’apport énergétique

(Hoden et Coulon, 1991).

Selon Vignola (2002), la teneur en matiére grasse et en protéines du lait varie selon la saison,

elle diminue pendant 1’hiver et printemps.

Selon Sutton (1989), la teneur en protéines peut varier grandement en raison de facteurs
alimentaires. En effet, ce parametre augmente linéairement avec I'apport énergétique. Ainsi la
mise a I’herbe, il n’est pas rare d’observer une réduction importante des écarts (de 3 a 5g/kg)

entre les taux butyreux et protéique selon les situations (Agabriel et al 1995).

Les rendements en fromage les plus élevés ont été obtenus avec les régimes a base de foin et
d’herbe paturée et avec les vaches montbéliardes. La baisse du taux protéique du lait liée au
régime ensilage d’herbe s’est traduit par une réduction du rendement en fromage (Garel et

Coulon, 1990)

2.6 Matiere grasse
La matiere grasse 42+2.64 est plus élevée, dans le lait du 16t expérimental que dans le
lait du témoin 35+1,73. Cependant, les résultats de I’analyse statistique montre que cette

différence est significatif (P<0.05).
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Par ailleurs, le taux butyreux dépend de I’apport d’aliment concentré dans la ration. Il peut

étre sensiblement augmenté par certains aliments (ensilage de mais, betteraves) (Hoden et
Coulon 1991).

Selon Sutton et al. (1987), les concentres riches en amidon abaissent beaucoup plus les taux
butyreux du lait que ceux riches en fibres La diminution du taux butyreux (TB) observée lors
de I'utilisation de rations riches en concentré et/ou en lipides est surtout une conséquence
d’une synthése réduite de matiéres grasses dans la mamelle.

Les causes de cette réduction sont multiples et liées aux modifications de 1’environnement
ruminal provoquees par ce type de régime (Bauman et al., 2001).

Selon d’autres études, les rations a base d’herbe permettent 1’augmentation du taux butyreux

(Agabriel et al., 1993).
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Figure 13: Variation des teneurs en matieres grasses et en protéines en fonction de

I’alimentation

2.6.1 Acides gras

Les résultats relatifs a I’effet du régime fourrage vert (bersim) et orge sur le profil en
AG sont rapportés dans le (tableau 19). Le pourcentage des AGSCMC (C14:0, C16 :0) du I6t
expérimental (38.27%) est inférieur a celui du 16t témoin (38.69%).
Par contre le pourcentage des AGICMC du 16t expérimental (3,05 %) est supérieur a celui du
I6t témoin (2,64 %) (Figure 14).
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Pour les AGILC (C18 :1, C18 :2, et C18 :3), le pourcentage du 16t expérimental (32.11%) est
supeérieur a celui du 16t témoin (30.11 %). Ces résultats sont conformes a ceux indiques par la
littérature (Legarto et al., 2014).

Les écarts observés seraient dus principalement aux différences de profil en AG du fourrage :
I’herbe est riche en C18:3 n-3, I’apport plus important d’ AGPI par I’herbe verte concourt a
I’augmentation de ces mémes AG dans le lait, malgré leur hydrogénation partielle.

Tableau 19: Variation de la composition en acides gras du lait en fonction de 1’alimentation

Acides Dénomination Témoin (%) | Expérimental (%) | écart
gras (%)
C4:.0 butyrique 1,41 1,44 -0,03
C6:0 A, caproique 1,07 1,21 -0,14
C8:.0 A,caprylique 0,44 0,73 -0,29
C10:0 A,caprique 1,49 2,39 -0,9
C12:0 A, Laurique 1,86 3,06 -1,2
C13:.0 A, Tridécénoique 0,28 0,33 -0,05
C14:0 A,Myristique 7,4 8,85 -1,45
C15:0 A Pentadécénoique 0,98 0,81 0,17
C16:0 A Palmitique 23,39 19,2 4,19
C17:0 A,Margarique 0,37 0,25 0,12
AGSCMC 38,69 38,27 0,42
Cl4:1 A, Tridécénoique 0,91 1,32 -0,41
Cl6:1 A, Palmétoleique 1,12 1,23 -0,11
Ci7:1 A Margaroléique 0,61 0,5 0,11
AGICMC 2,64 3,05 -0,41
C18:1 A Oléique 20,28 21,18 -0,9
C18:2 A Linoléique 5,58 6,43 -0,85
C18:3 A, Linolénique 0,79 1,08 -0,29
C20:1 A,Gadoléique 3,46 3,429 0,031
AGILC 30,11 32,11 -2,009
C18:0 A,Stéarique 7,33 6,35 0,98
C20:0 A Arachidiue 1,85 1,78 0,07
C22:0 A,Béhinique 1,38 1,26 0,12
AGSLC 10,56 9,39 1,17

Selon Chenais (2004), les régimes a base d’herbe paturée donnent des laits riches en

acides gras longs et insatures et en acides gras de bonne valeur nutritionnelle.
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Les laits du régime ensilage herbes se différencient nettement des laits issus du régime mais

complémenté avec du soja. lls sont plus riches en acides gras longs, avec parallélement une
réduction des acides gras courts et surtout moyens. lls sont par ailleurs moins riches en acides
gras saturés, notamment en acide palmitique, avec en contrepartie une augmentation de la

teneur en acides monoinsaturés (acide oleique C18:1) et polyinsaturés (acide linolénique

C18:3).
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Figure 14 : Variation des proportions des acides gras a courte et moyenne
chaine et les acides gars a longue chaine en fonction de I’alimentation

3. Etude de la corrélation entre les facteurs de production et les variables
physicochimiques et technologiques du lait

Le test de corrélation est effectué pour mettre en évidence les relations de dépendance
qui peuvent exister entre les différents variables physicochimiques et technologiques pour les
facteurs étudiés (race et alimentation).

Au seuil de signification total alpha = 0,05, on peut rejeter 1’hypothése nulle (absence de

corrélation significative entre les variables). Les matrices de corrélation résultantes sont

présentées dans les tableaux 20.1 et 20.2.

Les résultats de la matrice de corrélation relatif au facteur race, tableau 20.1, confirme des

propriétés bien connues : il existe une corrélation tres hautement significative entre :

e [’acidité et ESD (r = 0.89), et une corrélation négative entre 1’acidité et le taux de lactose
et MG avec respectivement des coefficients de corrélation de : (r = -0.97) et EST (r = -
0.99)

e La densité et EST (r = 0.98) et temps de coagulation pour protéase dinde (r =0.95) et
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corrélation négative entre la densité et taux protéique (r = -0.99)

e Il y’a une corrélation hautement significative entre ’ESD et AGS, AGI et temps de
coagulation presure avec respectivement des coefficients de corrélation de: (r = 0.94,
0.94, 0.94) et EST avec taux protéique (r = -1).

e |l y a une corrélation négative pour le facteur race du taux protéique avec AGS, AGI et le
temps de coagulation soit pour présure ou protéase dinde avec respectivement des
coefficients de corrélation de : (r = -0.91, -0.91, -0.91 et -0.98). C’est le méme cas pour
MG avec AGS, AGI et temps de coagulation soit pour présure ou protéase dinde avec
respectivement des coefficients de corrélation de : (r =-0.87, -0.87, -0.87 et -0.75).

Tableau n® 20.1 ; Matrice de corrélation entre les variables physicochimiques et technologiques du lait pour la race

Variables  acidite densite ESD EST lactose proteines MG AGS  AGI tcoagprsec) tcoagp, d(sec)
acidite 1,00

densite 036 1,00

ESD 089 0,75 L00

EST 0o3 098 088 1,00

lactose 097 013 0,76 032 1,00

froteines 043 099 0,81 1,00 023 1,00

MG 099 050 095 063 092 039 1,00

AGS 078 087 0% 084 -0l 0981 -0,87 L00

Al 078 087 098 094 061 0981 -0V 1,00 1,00

t,coagprisec) 078 087 098 094 061 0981 -0V 1,00 1,00 1,00

t,coagp, disec) 064 095 092 099 044 098 0,75 0,98 098 0,98 1,00

Les résultats de la matrice de corrélation relatif au facteur alimentation, tableau 20.2,
confirme des propriétés bien connues :

e Il y aune forte corrélation entre I’acidité et MG AGS, AGI, avec r respectivement
(0.95, Let1).

e Forte corrélation pour le taux protéique et le temps de coagulation pour la présure et
la protéase de dinde avec r (0.74 et 0.79) respectivement. Le comportement d’un lait
lors de la coagulation varie essentiellement en fonction du taux de protéines (Remeuf
etal., 1991).
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e Il y a une corrélation positive entre MG et AGS et AGI avec r (+0.94) et negative pour
le temps de coagulation pour présure et protéase dinde avec r (-0,82 et -0.78)
respectivement.

Tableau n° 20.2: Matrice de corrélation enfre lesvariables physcochimigues et technologiques du lait pour I'alimentation
vaables  aviclté cerede ESD EST lachse prolees MG AGS  AGI fcoay pisectoag p olelse:)

acidité 1,00

densté 05 1,00

E3D 0% 070 10

EST 0005 09 1,00

lattoge 033 0% 047 024 10

frcteines 053 038 -0 060 063 1,00

MG 0% 082 0% 0% 062 -022 100

AGS 10 0% 0% 00 -032 05 0% 100

AGl 10 0% 0% 00 -033 053 0% 100 100

teoagprisec) 096 034 091 0% 005 074 082 096 096 100
tooagpdndeises) 0984 028 088 097 002 079 078 084 084 100 100
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Il. Extraction et purification de la protéase du proventricule de la dinde

Meleagris gallopavo

Les viscéres de volailles, en particulier les proventricules de dinde, sont une source de
protéases coagulantes du lait, actuellement sous-exploitées alors qu’ils sont disponibles tout
au long de I'année. lls nécessitent une meilleure valorisation pour I'industrie fromagére, En
revanche de la présure des ruminants, dont la disponibilité est moindre et le colt est plus
important. La pepsine est 1'une des protéases d’origine animale qui a été
testée pour son utilisation potentielle dans 1’industrie fromagere en tant que substitut a la

présure ( Benyahia-Krid et al., 2017).

1. Extraction de la protéase de dinde

L'extraction de la protéase de dinde, a été réalisée par macération du proventricule
dans NaCl a 5% (p/v), I’extrait brut est doué d’une activité coagulante de 11,1 UP/mL avec
un taux de protéines de 9.2 mg/mL et une activité spécifique de 1.2 UP/mg (tableau 21).
Le processus d'extraction des protéases coagulant le lait a partir de Cynara cardunculus L,
dans un milieu salin a déja été rapporté par Tsouli, (1974) et confirmé par Beka et
al. (2014) . Le NaCl peut jouer un réle dans la récupération de I'enzyme. En effet, Beka et
al. (2014) ont obtenu une activité coagulante de l'extrait brut de 2,43 U/ mL pour une
concentration de 5% de NaCl, alors que Temiz et al. (2008) ont obtenu une activité
coagulante de 7,83 U/ mL pour une concentration de NaCl de 10%. Ces résultats suggerent
que la méthode appropriée pour I'extraction des enzymes coagulantes dépend fortement de la

concentration de NaCl.

2. Purification de I'extrait coagulant brut de la dinde

Dans cette étude, le proventricule de dinde (Meleagris gallopavo) a été utilisé pour la
purification de la protéase coagulant le lait. La procédure de purification développée dans
cette étude a permis de révéler une bande active d’une masse moléculaire apparente de 36,5
kDa, qui correspond a la masse moléculaire rapportée par Rao et al. (1998). Les protéases
coagulant le lait, tant animales que microbiennes, appartiennent a une classe de protéases
aspartiques qui ont des masses moléculaires comprises entre 30 000 et 40 000 Da.
Les différentes étapes de purification de la protéase coagulante extraite du proventricule de
dinde sont résumées dans le tableau 21.
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Tableau 21: Différentes étapes de purification de la protéase de dinde (Méleagris gallopavo)

Etape de Activité de | Quantité de | Activité | Facteur de | Rendement
purification coagulation protéines | spécifique | purification de
(UP) totales (UP/mg) purification
(mg /mL ) (%)
Extrait brut 11,1+£0,2 9,20 1,2+0,1 1 100
Sulfate
d'ammonium 32+04 2,11 15+£0,2 1,26 29
(50%)
FPLC échangeuse de cations
Fraction 12 22+0,3 1,14 1,9+0,2 1,27 69
Fraction 13 2,4+0,6 0,95 25106 1,28 107
Fraction 14 28+0.6 1,08 26+0,6 1,02 116
Fraction 15 29+0,6 1,41 21+04 0,81 106
Fraction 16 26+0,1 0,95 28+0.1 1,32 89
FPLC échangeuse d'anions
Fraction 22 04+0.1 0,105 33+0,8 1,20 13
Fraction 23 05+0,2 0.115 46+20 1,38 151

Cependant, la premiere étape de purification de I'enzyme coagulant le lait, est réalisée

par la précipitation au sulfate d'ammonium a différents taux de saturation de I’extrait

enzymatique brut. L’¢électrophorese apres précipitation au sulfate d’ammonium, a révélé une

bande active d'enzyme purifiée pourrait indiquer une protéase monomere. (Figurelb)

L'activité spécifique dans I'extrait brut augmente de 1,2 a 4,6 apres purification par FPLC; cela

s'explique par I'élimination des protéines inactives dans I'extrait brut.
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Figure 15 : Profil électrophorétique des bandes protéiques apres précipitation par le sulfate
d’ammonium a des taux de saturation de 25%, 50% et 75%. M : marqueurs protéiques, avec

injection de 10uL et 20 pLL d’échantillon

Les protéines obtenues par précipitation au sulfate d’ammonium sont purifiées par
chromatographie (FPLC). Les fractions protéiques actives ont été récupérées et soumises a
une électrophorese pour vérifier leur homogénéité, selon la méthode déecrite dans matériel et
méthodes.

La fraction caractérisée par 1’activité coagulante a été obtenue par précipitation au sulfate
d’ammonium a saturation de 50%. Elle est caractérisée par une activité coagulante de 3,2

UP/mL et une activité spécifique de I’ordre 1,5 UP/mg de protéine.

Le facteur de purification est de 1,26, ce qui correspond a un rendement de
purification de ’ordre de 29%. El-Beltagy et al. (2004) ont obtenu une fraction coagulante
précipitée par le sulfate d'ammonium entre 40 et 60% de saturation des viscéres de bolti
( Tilapia nilotica ), avec une activité spécifique de 0,25 U/ mg en protéine, un facteur de
purification de 4,16 et un rendement de purification de 42% .De méme, Zhou et al.
(2007) ont préparé un extrait d’enzyme de coagulation par précipitation au sulfate
d’ammonium entre 20 et 60% de saturation de la dorade ( Sparus latus Houttuyn ) avec une
activité spécifique de 3,0 U/ mgen Protéine, un facteur de purification de 1,4, et un

rendement de purification de 64%.
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Le profil Chromatographique obtenu par FPLC échangeuse de cations ( Figure 16)

montre 4 pics , et I'activité de coagulation a été mise en évidence dans les fractions
recueillies 12-16 (fraction : 1 mL) éluées avec une concentration en Na Cl de 0,4 4 0,5 M et
correspond aux matériaux (protéines inactives) les plus fortement adsorbé sur la colonne (

quatrieme pic).

Les fractions actives ont été analyseées par SDS-PAGE (Figure 17) et une bande
unique caractérisée par une masse moléculaire apparente de 36,5 kDa a été révelée. Ces
résultats confirment ceux de Temiz et al. (2007), qui ont obtenu dans une étude similaire,
une masse moléculaire apparente de 36 kDa pour une enzyme de coagulation partiellement
purifiée. De plus, cette masse moléculaire apparente était en accord avec la longueur de
la chaine polypeptidique de la protéine  mature_prédite XP_010709067 (337 acides
aminés). L'enzyme mature affiche une masse moléculaire de 36 831,18 Da et un point
isoelectrique de 4,37  (déterminé avec le programme  ProtParam  disponible
sur (https://www.expasy.org/proteomics). En comparaison, la chaine mature de la pepsine

bovine A (séquence de référence NCBI: NP_001001600) a une masse moléculaire plus faible

de 34 646,02 Da (326 résidus d'acides aminés) et un point isoélectrique plus acide de 3,34.
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Figure 16 : Profil d'élution sur colonne Hi-Trap SP-FF échangeuse de cations de I'extrait
coagulant de proventricule de la dinde apres précipitation au sulfate d'ammonium 50% de
saturation. (FPLC AKTA Purifier), tampon d'élution formiate de sodium (0,05 M, pH 3.5),
gradient NaC1 (0-0,5M), débit : 1 mL/mn, fraction : 1 mL). Absorbance 280nm (»), Activité
coagulante (UP/mL) (A), NaCl-----
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Figure 17 : Electrophoregrame des fractions coagulantes issues de la Hi-Trap SP-FF.

M : marqueurs protéiques, piste 12, 13, 14, 15,16 : fractions coagulantes
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Les fractions coagulantes n° 12-16 ont été regroupees et dialysées avant une seconde

étape de séparation par FPLC d'échange d'anions. Le profil chromatographique d'échange
d'anions a révélé au moins sept pics distincts (Figure 18). Les fractions 22 et 23 éluée a Na Cl
0,44 a 0,47 M et correspond au pic majeur ont montré une activité de coagulation de 0,4 et 0,5
UP, respectivement, et affichée par SDS-PAGE une seule bande avec une masse moléculaire
apparente de 36,5 kDa (Figure 19).
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Figure 18: Profil d'élution sur colonne Mono Q HR 5/5 échangeuse d’anions des fractions
coagulantes (12, 13, 14,15 ; 16) dialysées sur membrane 8000Da contre le tampon tris HCI a
pH 7. (FPLC AKTA Purifier), tampon d'élution tampon Tris HCI 0,02 M, pH 7), gradient
NaCl (0-0,5M), débit : 1 mL/mn, fraction : 1 mL). Absorbance 280nm (=), Activité
coagulante (UP/mL) (A), NaCl-----
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Figure 19 : Electrophoregrame des fractions coagulantes issues de la Mono Q HR 5/5.

M : marqueur protéique, piste 22 et 23 fractions coagulantes.

3. RP-HPLC des fractions obtenues par FPLC échangeuse de cations

Les fractions 12-16 recueillies a I'étape précédente de Chromatographie par échange
de cations ont été séparées sur une colonne C18 a alésage étroit afin d'améliorer la purification
de I'enzyme de coagulation de 36,5 kDa et de déterminer si une autre forme active d'enzyme
de coagulation pouvait exister. Cependant, le profil chromatographique montre quatre pics
parmi lesquels, seul le troisiéme pic au temps de rétention de 18,9 min, correspond a une
fraction ayant une activité de coagulation de 0,1 UP (Figure 20).
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. raction coagulante

A 215nm

Temps de rétention (min) 60.0

Figure 20: Profil chromatographique RP- HPLC de la fraction active obtenue par échangeuse
de cations Hi-Trap SP-FF des fractions coagulantes (12 a16) de la protéase de dinde.
Colonne C18 (220x2, 1), phase mobile: solvant A: Acetonitrile 2% Acide trifluoroacetique
(TFA) 0,1%, solvant B : Acétonitrile 100% Acide trifluoroacetique (TFA) 0,1%, débit: 250

pl/mn, détection a 215nm.

4. Caractérisation de I’extrait enzymatique purifié
Dans cette partie, nous avons déterminé les paramétres physico-chimiques d’activité

de I’extrait coagulant de la dinde.

4. 1. Détermination de la température optimale d’activité de ’EEP

La Figure 21 montre l'influence des différentes températures sur l'activité de I’EEP et
de la présure. L'activité relative augmente avec la température de 30 a 55 ° C, puis
diminue; Cependant, aucune activité n'a été détectée a 70 ° C. L'activité enzymatique de
I' EEP coagulant le lait, extraite du proventricule de dinde, et de la présure est de 55 ° C et
50°C respectivement, la température optimale pour la présure de veau a été trouvée a 40 ° C
(Fox, 1969). Ce paramétre etant d'une importance primordiale dansla fabrication du
fromage ( Gordin & Rosenthal, 1978 ).
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La température optimale pour la coagulation du lait par la présure a pH 6,6 est de 45°C, et de

30-35°C pour la fermeté du gel. Le taux d’agrégation des micelles déstabilisées, augmente

fortement avec 1’augmentation de la température. (LUCEY, 2002a),

—o—Qactivité coagulante relative de la protease de dinde
—=— activité coagulante relative de la présure
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Température du lait °C

Figure 21 : Influence de la température sur l'activité de la protéase de dinde et de la présure
commerciale
4.2. Détermination du pH optimal d’activité de PEEP

L’activité coagulante la plus élevée de la protéase de dinde et de la présure
commerciale est obtenue a pH 5.4 et 5.2 respectivement. Au-dela de pH 6, I’activité
coagulante de la protéase de dinde et de la présure chute, et sont complétement inactivées a
pH 7 (Figure 22).

Dans d’autres études similaires, le pH optimal d’activité coagulante du lait a été
obtenu a pH 4,0 pour la pepsine de canard (Pichova et Kostka, 1990 ) et a pH 5,8 pour la
présure de veau (Fox, 1969 ).

Selon Gordin et Rosenthal (1978), l'acidité du lait a été reconnue comme l'un des

parameétres critiques de la production fromagere.

L’adsorption de la chymosine sur la caséine K passede 0 % au pH 7,0 a 90 % au pH 5,0.
Cette augmentation d’adsorption entre enzyme et K-caséine due a la réduction du pH a pour

effet d’accélérer le processus d’agrégation et de diminuer le temps de la coagulation (Larsson
et Andren 1997),
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Figure 22: Influence du pH sur l'activite de la protéase de dinde et de la présure
commerciale
4.3. Détermination de la concentration optimale d’activité en CaCl2

L’influence du calcium sur P’activité coagulante de la protéase de dinde des extraits
purifiés de dinde et de la présure commerciale a été étudiée en faisant varier sa concentration
dans le lait de 0,01 4 0,08 M.
Les résultats indiqués par la Figure 23, montrent que 1’activité coagulante augmente avec la
concentration en CaCl2 du lait. Nous constatons que I’optimum d’activité pour la protéase de
dinde et de la présure est obtenu a 0,04 M et 0.03 M respectivement. Au-dela de cette valeur,
I’activité coagulante baisse par un effet inhibiteur de I’ion calcium, dans les deux cas

(protéase de dinde et présure).
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Figure 23 : Influence du CaCl2 sur I'activité de la protease de dinde et de la présure
commerciale
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D'aprés Gordin et Rosenthal (1977), D’activit¢ coagulante enzymatique dépend de la

concentration du CaCl.. Ce facteur, a des concentrations élevees, réduit le temps de

coagulation et par conséquent augmente significativement 1’activité coagulante

Selon Najera et al., (2002), et Lagaude et al., (2004), I’addition du CaCl2 réduit le pH
du lait et donc accélere la réaction de I’hydrolyse. La phase secondaire semble également étre
influencée par la teneur en calcium du milieu. Cet ion pourrait induire une diminution du
potentiel de surface micellaire, accélérant de ce fait, la vitesse d’agrégation des particules en

entrainant une augmentation de la fermeté du coagulum.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenues par Nouani et al. (2009) pour la
concentration en CaClz 0.04M pour la présure.
Garnot et Martin (1980) ont signalé que 1’activité optimale pour la présure animale a été

constatée pour une concentration en CaClz de I’ordre de 0,02 M.

4.4. Stabilité de PEEP a la conservation
L’estimation de la stabilité au cours de la conservation a été déterminée par 1’entreposage
de ’EEP a des températures distinctes de +4°C et -18°C, ceci pendant huit (08) semaines ou

I’activité résiduelle est évaluée périodiquement chaque semaine.

Le mode de conservation a +4°C, montre une baisse d’activité résiduelle a 25% pour la premiere
semaine et se stabilise au cours de la 7 ™ et 8 ®™ semaine avec une perte de 57% d’activité

coagulante résiduelle. (Figure 24)

Nouani (2009), indique une baisse de 80.43% d’activité coagulante résiduelle au-dela de 21
jours de conservation a +4 °C pour la pepsine purifiée de poulet.

La conservation de ’EEP a -18°C, indique une baisse d’activité résiduelle de 30% au bout de
la 8™ semaine.

Ait Amer Meziane (2008), signale une baisse d’activité résiduelle de 40% pour la pepsine de
poulet vers la 4 ®*™ semaine de conservation a -18°C.

Les mémes résultats ont été obtenus par Adoui (2007), qui a rapporté que L’extrait congelé de
pepsine de poulet a conservé 72,3 % de son activité initiale, aprés 4 semaines de congélation
a-18°C. Les résultats obtenus pour la conservation de I’EEP a -18°C, sont en accord avec
ceux obtenus par Adoui (2007) et Ait Amer Meziane (2008).
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Figure 24 : Stabilité¢ de I’EEP a la conservation a 4°C et -18°C

4.5. Effet de quelques effecteurs sur ’activité coagulante

L'effet d'un certain nombre d'inhibiteurs de protéase a été étudié pour élucider le type
de protéase purifiée.
L’inhibition de I’activité coagulante de ’EEP a été examinée vis-a-vis de 3 effecteurs en
I’occurrence : EDTA, 2-Mercaptoethanol et la Pepstatin A, les résultats sont rapportés dans le
tableau 22.
Tableau 22: Effet des inhibiteurs sur I’activité coagulante ’EEP de dinde

Inhibiteur Concentration Activité enzymatique Activité
(mM) UP/mL résiduelle
Controle 0 453 100
2-Mercaptoethanol 5 400 88.3
EDTA 5 400 88.3
Pepstatin A 0.01 10 2.2

La Figure 25, montre que la pepstain A, est I’inhibiteur le plus puissant avec une activité
résiduelle de 2.2% par rapport aux autres inhibiteurs, en 1’occurrence EDTA et 2-
Mercaptoethanol avec 88.3% d’activité résiduelle pour les deux inhibiteurs. Yegin et
Dekker, (2013) indiquent, que toutes les protéinases aspartiques sont inhibées par la
pepstatine, un peptide provenant d'espéces de Streptomyces

L’activité de la pepsine a été fortement inhibée par la pepstatine A, qui est un pentapeptide,
capable d'interagir de fagcon non covalente avec le site actif de protéinases aspartiques, tandis
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que 'EDTA, inhibiteur de la serine protéinase spécifique, a un I'effet négligeable sur l'activité
de ’EEP. Par conséquent, les résultats ont confirmé que les inhibiteurs de I'enzyme purifiée

de dinde appartiennent aux protéinases aspartiques.
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Figure 25 : Effet de quelques effecteurs sur I’activité coagulante de I’EEP de dinde

Nos résultats se rapprochent avec ceux obtenus par Sitthipong et al (2010) dans une autre
étude similaire, avec une activité résiduelle de 5.27 % pour la pepstatin A et 96.26% pour
I’EDTA.

I11. Analyse de la séquence en acides aminés de I’enzyme pepsin-like de

Meleagris gallopavo

La traduction du génome de Meleagris gallopavo présente deux sequences prédictives
qui pourraient correspondre a des enzymes de type pepsine.
Le numéro de référence NCBI (National Centre for Biotechnology Information) pour ces
séquences prédictives est XP_010709067 et XP_010709199. Le premier est caractérisé par la
présence d'un peptide signal Met® -Gly *"et la présence d'un propeptide qui commence au
résidu Ile '8 et se termine a His *°, deux sites actifs prédits 93-96 et 276-278 (Figure 26). La
deuxiéme séquence est caractérisée par la présence d'un seul site actif (région 64-66)
(figure 27).
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MMKLLLLLSL VALAchIHR IPLOKGKSLR KQLKEHGLLE DFLKKﬁPYNP ASKYNPVLTA
propeptide
70 80 90 100 110 120
TESYEPMTNY MDASYYGTIS IGTPQQDFTV IFDTGSYSNLW VPSVYCKSSA CSNHKLENPS
Site catalytique
130 140 150 160 170 180
KSSTYVSTNE TVYIAYGTGS MSGILGYDTV AVSSIDVKNQ IFGLSETEPG SFFYYCNFDG

190 200 210 220 230 240
ILGLAFPSIS SSGATPVFDN MMSQDLVAQD LFSVYLSKDG ESGSFVLFGG IDPNYTTKGI

250 260 270 280 290 300

HWVPLSAETY WQITMDRVTV GKKYVACFFT CQAIV@TS LLVMPQGAYN RIIRDLGVNS
Site catalytique

310 320 330 340 350 360

DGEISCDDIS KLPDVTFHIN GHAFTLPPSA YVLNEDGSCS LGFENMGTPT ELGEQWILGD

370 380
VFIREYYVIF DRGNNKVGFS SLS

Figure 26 : Séquences prédictive d'acides aminés de pepsine A de dinde (Meleagris
gallopavo), séquence de référence NCBI XP_010709067
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MLODSGVLGE LLLQQALSPA VKHRCTTTME LLENYMDIFI DLDLSYVTTI SISTPAQQFS

70 80 90 100 110 120
VIF@SANL WVPSVYCSSP ACANRQRFNL ARSSTYCSTT ISMVTRYGTG SMVGVLAYDT

Site catalytique
1 0 149 159 169 179 189
ITVGSIQVON OMVGLSQWES GSFLIHMPFN GFLGLAFPRI ASSGATLLFD NMMSKGLEAQ

190 200 210 220 230 240
DLFSIYLNSD ERNGSFVFFG GIDSSHFTGN LSLIPLTAQT YWQIKVDRIA MHGLPITCIH

250 260 270 280 290 300
GCKAILDSGT SMLAGPGLSM RHIHYKMGAT HSPTDLVNGS CMSGFEAYAL PMATDELWIL

310 320
GNIFLRCYYS IFDRANSMVG LAPRCLRCG

Figure 27 : Séquences prédictive d'acides aminés de pepsine A-like de dinde (Meleagris
gallopavo), séquence de référence NCBI: XP_010709199.

La séquence prédictive de I'enzyme pepsine A de Meleagris gallopavo XP_010709067
a été comparée au programme BLAST disponible a I' adresse
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ a celle du précurseur de I'enzyme du poulet ( Gallus
gallus ) NP_990209 ( Sakamoto et al., 1998 ) ( Figure 28). L'alignement montre une identité

d'acides aminés de 95%, suggeérant que les enzymes pepsine A de la dinde et du poulet sont
trés proches, anticipant une relation séquence / structure élevée entre ces enzymes. D'un autre
cote, l'alignement de I'enzyme pepsine-like de dinde XP_010709199 avec celle du poulet
montre cependant une identité d'acides amineés inférieure de 47% (Figure 29). L'alignement
des séquences XP_010709067 et XP_010709199 avec la séquence partielle de la pepsine
A du canard colvert ( Anas platyrhynchos ; numéro d' accés GenBank EOA94711 ) montre un

méme pourcentage d'identité en acides aminés de 53% pour les deux enzymes
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( Figure 30 et Figure 31) Selon les analyses de I'alignement de la séquence primaire des deux

séquences de la pepsine A de dinde XP_010709067 et pepsine-like de dinde XP_010709199 ,
on pense que la séquence prédite XP_010709067 semblait étre la bonne, la seconde

XP_010709199 pourrait ne pas correspondre a une protéine exprimée.

Quexry 2 MKLLLLLSLVALAQCGIHRIPLOKGKSLRKQLKEHGLLEDFLKKHPYNPASKYNPVLTAT
MILLLLLSLVALAQC IHR+PL+KGKSLRKQLK+HGLLEDFLKKHPYNPASKY+PVLTAT
Sbjet 1 MKLLLLLSLVALAQCSIHRVPLKKGKSLRKQLKDHGLLEDFLKKHPYNPASKYHPVLTAT
Query 62 ESYEPMTNYMDASYYGTISIGTPQQODFTVIFDTGSSNLWVP SVYCKSSACSNHKLENPSK
ESYEPMITNYMDASYYGTISIGTPQQODETVIFDTGSSNLWVPS+YUKSSACSNHK F+PSK
Sbjct 61 ESYEPMTNYMDASYYGTISIGTPQQODFTVIFDTGSSNLWVPSIYCKSSACSNHKREFDP SK
Query 122 SSTYVSTNETVYIAYGTGSMSGILGYDTVAVSSIDVKNQIFGLSETEPGSFEYYUNFDGI
SSTYVSTNETVYIAYGTGSMSGILGYDTVAVSSIDV+NQIFGLSETEPGSFEYYCUNFDGI
Sbjct 121 SSTYVSTNETVYIAYGTGSMSGILGYDTVAVSSIDVONQIFGLSETEPGSFEYYUNFDGI
Query 182 LGLAFPSISSSGATPVEFDNMMSQDLVAQDLEFSVYLSKDGESGSFVLEFGGIDPNYTTKGIH
LGLAFPSISSSGATPVEDNIMMSQ LVAQDLESVYLSKDGE+GSEVIFGGIDPNYTTKGI+
Sbjct 181 LGLAFPSISSSGATPVEDNMMSQHLVAQDLESVYLSKDGETGSEFVLEFGGIDPNYTTKGIY
Query 242 WVPLSAETYWQITMDRVTVGKKYVACFEFTCQAIVDTGTSLLVMPQGAYNRIIRDLGVNSD
WVYPLSAETYWQITMDRVTVG KYVACFEFTCQAIVDTGTSLLVMPQGAYNRII+DLGV+SD
Sbjct 241 WVPLSAETYWQITMDRVTVGNKYVACFEFTCQAIVDTGTSLLVMPQGAYNRIIKDLGVSSD
Query 302 GEISCDDISKLPDVTFHINGHAFTLPPSAYVLNEDGSCSLGFENMGTPTELGEQWILGDV
GEISCDDISKLPDVTFHINGHAFTLP SAYVLNEDGSC LGFENMGTPTELGEQWILGDV
Sbject 301 GEISCDDISKLPDVITFHINGHAFTLPASAYVLNEDGSCMLGFENMGTPTELGEQWILGDV
Quexry 362 FIREYYVIFDRGNNKVGEFSSLS 383
FIREYYVIFDR NNKVG S§ LS
Sbjct 361 FIREYYVIFDRANNKVGLSPLS 382

Figure 28 : Alignement des séquences d’acides aminés de la pepsine A de dinde (Meleagris
gallopavo) XP_010709067 et du précurseur de la pepsine A de Poulet (Gallus gallus)
NP_990209,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

effectuées avec le programme BLAST disponible a 1’adresse
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LODSGVLGELLLOQOALSP AVKHR----CTTTMELLENYMDIFIDLDLSYVITISISTPE AQ
L+D G+L + L + +PA K+ T + E + NYMD SY TISI TP Q

LKDHGLLEDFLKKHPYNP ASKYHP VLTATE SYEPMINYMDA~~~~~-~ SYYGTISIGTFPQQ

QF SVIFDIGSANIWVPSVYCSSPACANRQRFNLARSSTYCSTTI SMVITRYGTG SMVGVLA
F+VIFDTGS+NIWVPS+YC S AC+N +RF+ ++SSTY ST ++ YGTGSM G+L

DFIVIFDIGSSNIWVPS IYCKS SACSNHKRFDPSKSSTYVSTRETWIAYGTGSMSGILG

YDTITV:GS IQVONQMVGLSQWE SGSFLIHMPFNGFLGLAFPRIAS SGATLLFDNMMSKGL
YDT+ V¥V SI VQNQ+ GLS+ E GSF + F+: LGLAFP I+SSGAT +FDNMMS+ L

YDIVAVSSIDVONQIFGLSETEPGSFFYYCNFDGILGLAFPSIS S SGATP VEDNMMS QHL

EAQDLFSIYLNSDERNGSFVFFGGIDS SHETGNLSLIPLTAQTYWQIKVDRIAMHGLE IT
AQDLFS+YL+ D GSFV FGGID ++ T + +PL+A+IYWQI +DR+ + +

VAQDLF SWYLSKDGETGSFVLFGGIDP NYTTKGIYWVE LS AETYWQOI TMDRVI VGNKY VA

CIHGCKAILDSGTSMLAGP GLSMRHIHYKMGATH----SPTDL------=========—=
C C+AI+D+GTS+L P + I +G + 5 D+

CFFTCQAIVDTGTSLLVMP QGAYNRIIKDLGVSSDGEISCDDISKILPDVIFHINGHAFTL

-------- VNGSOMSGFEAYALPMATDEIWILGNIFLRCYYSIFDRANSMVGLAP 323
+=SM GFE P E WILG++F+R YY IFDRAN+ VGL+P

PASAYVINEDG SCMLGFENMGTPTELGEQWILGDVFIREYYVIFDRANNKVGLSP 380

Figure 29: Alignement des séquences d’acides aminés Pepsine A prédictive (Meleagris
gallopavo) XP_010709199 et précurseur de la pepsine A Poulet (Gallus gallus) NP_990209,
effectuées

avec le programme BLAST disponible a 1’adresse

http://blast.ncbi.nlm.nih.qov/Blast.cqi
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GTISIGTIPQQDFIVIFDIGS SNIWVP SVYCKSSACSHHKLENP SKSSTYVSTNETVYIAY
G ISIGTP @ F V+FDIGSS+LWVPSV C & AC H+ F+P 54T+ +T + VI ¥

GAISIGTPPOOFLVLFDTIGS SDIWVP SVDCFSPACVGHERFDPRLSATHOATGOPVSIQY

GIGSMSGILGYDTIVAVS S IDVEKNQIFGLSETEPGSFFYYCHFDGILGLAFPSISSSGATP
GIGSHMSG+L YDIV V +I + NQ L5+ EPGSF + FDGILGLAFPSI+SS5GA P

GIGSMSGVLAYDTVRVGHIQISNQAL SLSKKEPGSFLTHHAFDGILGLAFPSIASSGAVE

VEDHNMISQDLVAQDLE SVYLSKDGE SGSFVLEGGIDPNYTTKG IHWVP LS AETYWOI THD
VEDHIMSQ LVA+DLES+YLS +GSFV+ GG+D + + + W+PLSAETYWQI +D

VEDNMMSQGLVAEDLF SIYLS SKSRTGSFVMLGGMDSSCESGRLRWIPLS AETYWQIAVD

RVIVGKKYVACFFTCQAIVDIGTISLLVMPOQGAYNRIIRDLGVNS ----DGEISCDDISKL
R+ + + VAC COQA+VD+GT LL P I R +G + +I5C L

RIIMRGRVVACPRGCQAVVDSGTMLLAGPPRDIATIQRHIGASEYPSGQYKISCRAKKSL

PDVIFHINGHAFTIPP SAYVLN-EDGSCSLGFENMGIPTELGEQWILGDVEFIREYYVIFED
PD+ F 1 G F +P X+ & C GFE++ PTEL WILG VF+R+¥Y +FD

PDIVEVIGGTKFPVPAKTYIQQIYLGYCKSGFESITVPTEL---WILGQVFLRQYYSVED

RGHHKVGFS 380
B + +VG +

RAHRRVGLA 306

Figure 30 : Alignement des séquences d’acides aminés de la pepsine A (Meleagris gallopavo)

XP_010709067 et la Séquence partielle de Pepsine A du canard colvert (Anas platyrhynchos)

GenBank: EOA94711, effectuées avec le programme BLAST disponible a I’adresse

http://blast.ncbi.nlm.nih.qgov/Blast.cqi
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ISISTPAQQFSVIFDTGS ANLWVP SVYCSSPACANRQRFNLARSSTYCSTTISMVIRYGT
ISI TP QQF V+FDIGS++LWVPSV C SPAC +RF + S+T+ +T + +¥YGT

ISIGTPPQQFLVLFDTGSS DLWVP SVDCFSP ACVGHERFDPRLSATHQATGQPVS IQYGT

GSMVGVLAYDTITVGSIQVONQMVGLSQWE SGSFLIHMPFNGFLGLAFPRIASS GATLLE

GSM GVLAYDT+ VG+IQ+ HNQ + LS+ E GSFL H F+G LGLAFP IASSGA +F

GSMSGVLAYDIVRVGNIQISNQAISLSKKEP GSFLTHHAFDGILGLAFPSIASSGAVPVE

DNMMSKGLEAQDLFSIYLNSDERNGSFVFFGGIDSSHEFTGNLSLIPLTAQTYWQ IKVDRI

DNMHS+GL A+DLFSIYL+S R GSFV GG+DSS F+G L IPL+A+TYWQI VDRI

DHMMSQGLVAEDLEFSIYLSSKSRIGSFVMLGGMDSSCESGRLRWIPLSAETYWQ IAVDRI

AMHGLP ITCIHGCKAILDSGTSMLAGPGLSMRHIHYKMGATHSPT-=======cc=—== D
MG + C GC+A++DSGT +LAGP + I +GA+ P+ D

IMRGRVVACPRGCQAVVDSGTMLLAGPPRDIATIQRHIGASE YPSGQYKISCRAKKSLPD

AL CEE R L L L L Lt GSCHMSGFE AYALPMATDELWILGNIFLRCYYS IFDRA

+V G C SGFE+ +P ELWILG +FLR YYS+FDRA

IVEVIGGTKFPVPAKTYIQQIYLGYCKSGFESITVPT-~--ELWILGQVFLRQYY SVFDRA

NSMVGLAP 323
+ VGLAP

HRRVGLAP 307

Figure 31 : Alignement des séquences d’acides aminés de la pepsine A-like de dinde

(Meleagris gallopavo) XP_010709199 et
platyrhynchos) GenBank: EOA94711, effectuées avec le programme BLAST disponible a

I’adresse http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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IV. Application de la pepsine de dinde : élaboration d’un fromage a pate

fraiche (petit suisse)

La fabrication du fromage a péte fraiche type petit suisse a été réalisée a la laiterie
Arib, groupe Giplait (Ain-defla), selon le diagramme technologique adopté par cette unité.
Les essais sont menés a 1’échelle pilote sur un volume d’environ 10 litres de lait de vache et

de chévre, en utilisant ’EEB dinde et présure.

1. Analyses physico-chimiques

Dans la premiere partie de notre travail, nous avons montré la variabilité du lait en
fonction de certains paramétres de production.
Les laiteries utilisant, pour la fabrication de fromage un lait dit de grand mélange. Pour cela
nous avons déterminé, préalablement, la composition du lait utilisé pour la fabrication du

fromage avec la présure et son succédané, EEB de dinde.

1.1. Le lait

Les laits de chevre et de vache sont caractérisés par des teneurs en protéines de 35.89
g/L et 33.85 g/L respectivement. Le taux de protéine est le reflet de la concentration en
caséine qui intervient dans la coagulation du lait et le rendement en fromage (tableau.
23).Pour D’extrait sec et la matiére grasse, il est requis pour certains fromages un taux
minimum de « gras » sur extrait sec (G/S), qui est fixé, pour nombre d’entre eux, a 45%.
Cependant, une trop grande quantité de matiéres grasses dans le lait peut limiter 1’égouttage
et diminuer la qualité du fromage. (Zeller, 2005).
Il est communément admis que le lait des races a faible potentiel laitier des zones
méditerranéennes et tropicales sont, généralement, plus concentrés en MG, en EST et en
protéines, que celui des races fortement productrices des régions tempérées (Kouniba et al.,
2007).
Selon Voutsinas et al. (1988), Le lait de races caprines indigénes présente une teneur en MG

élevée.
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Tableau 23 : Analyse physico-chimiques des laits de vache et de chévre

parametres Lait de vache | Normes Lait de Normes
(AFNOR ,1986) | chévre (FAOQ, 1995)

L’acidité (°D) 15.65£0.15 14-18 15+0.23 14-18

pH 6.5+0.26 6.5-6.8 6.55+0.51 6.45-6.60

Densité 1030.45+0.86 1028-1034 1032.30+£0.26 | 1027-1035

Matiére seche(EST) 121.5+0.35 120-130 138.70+0.19 136-140

(g/L)

(ESD) (g/L) 86+0.63 87 96.70+0.61 93-97

Matiére grasse (g/L) 35.5+0.29 30-38 42+0.39 43

Protéines (g/L) 33.85+0.45 32-36 35.89+0.52 28-35

1.2. Les fromage a pate fraiches

Les résultats présentés dans le tableau 24, montrent que les parametres étudieés,
concernant le fromage a pate fraiche (MG, acidité, EST, ESD et protéines), sont conformes
aux normes (AFNOR, 1986).

Tableau 24: caractéristiques physico-chimiques du fromage petit-suisse a base de lait cru de

mélange de vache et de lait de chévre.

Lait de vache Lait de chevre
Parametres Fr_omage Fr_omage Fr_omage Fr_o mage Normes

fait avec fait avec la | fait avec fait avec AFNOR. 1986
I’EEB présure I’EEB la présure ’

EST (9/Kg) 189+1.8 202+1.9 199+2.3 201+2.2 200-204

MG (g/KQ) 40 40 40 40 40

ESD (g/KQ) 149+1.7 162+1.8 159+1.9 163+1.8 160-164

Protéines (g/Kg) | 33.85:0.6 | 33.65:0.8 | 35.80£0.4 | 35.75:0.9 32-36

pH 4,58+1.56 4,43+2.36 | 4.65+1.25 | 4.45+1.28 4,5-4,6

G/S (%) 21.16+1.6 | 19.80+1.9 | 20.10+1.8 | 19.90+1.7 20

*Nb : la matiére grasse est standardisée

Les valeurs de I’extrait sec total pour le fromage a base de lait de vache est de 189
g/Kg et 202 g/Kg avec I’ EEB et avec la présure respectivement, en revanche 1’extrait sec
total pour le lait de chévre est plus élevé par rapport au lait de vache, avec 199 g/Kg et 201
g/Kg pour I’EEB et la présure respectivement (Figure 32).

Selon Colin et al. (1992), I’augmentation de la teneur en MS des fromages, pour les
fromages a TP élevé, est associée a une expulsion de lactosérum (exprimée en pourcentage

par rapport a I'eau du lait mis en ceuvre) plus faible en début d'égouttage.
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Le TB (taux butyreux) étant peu variable d'un groupe a l'autre, cette diminution de la synérese

de début d'égouttage correspondrait a I'augmentation de la teneur en caséines pour les laits a

TP (taux protéique) éleve.

210 ~

195 - H EEB dinde

M presure
190 -

185 -

180 -

lait de vache lait de chevre

Figure 32 : Valeurs moyennes des EST du fromage (petit suisse) a base des laits de vache et
de chévre élaboré avec I’EEB et avec la présure
D’aprés le tableau 24, 1’extrait sec total du fromage a pate fraiche présente des valeurs

proches des normes décrites par le guide AFNOR (1986).

Les protéines représentent 33.859/Kg et 33.659/Kg pour le petit suisse issu de lait de
vache, fabriqué avec L’EEB et avec la présure respectivement et 35.80g9/Kg et 35.75g/Kg
pour petit suisse issu a base de lait de chévre obtenu avec L’EEB et la présure respectivement
(Figure 33).

St-Gelais et al. 1999 in Boumendjel et al., (2017), indiquent que lors de la
fabrication fromagere, c’est la caséine qui est la principal constituant du fromage, tandis que
les protéines solubles restent dans le lactosérum. La transformation du lait en fromage par la

présure ou autres enzymes, n’altere pas la qualité nutritive des protéines.
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36.5 -

g/Kg

36 -
35.5 +
35 -
34.5 - M EEB dinde
34 - M presure
33.5 A
33 -
32.5 A

32 -

lait de vache lait de chévre

Figure 33 : Valeurs moyennes du taux protéique du fromage (petit suisse) a base des laits de
vache et de chévre élaborés avec I’EEB et la présure

Dans la pratique, le rapport Gras/Sec du fromage petit suisse est un parametre clé qui
nécessite un contrble systématique pour une standardisation éventuelle. En effet, une forte
teneur en matiére grasse affecte négativement le déroulement de 1’égouttage. La matiére

grasse du petit suisse est standardisée a 40g/L avec un gras/sec de 20%.

Selon Fox in Kouniba et al. (2007), la composition chimique du lait, plus
particulierement les concentrations en caséines, MG, calcium et pH ont une influence majeure
sur plusieurs aspects de la production fromagere, en particulier, I’aptitude a la coagulation par
la présure, la fermeté du gel, ’aptitude a la synérése ainsi que, la composition du fromage et
le rendement fromager.

Les valeurs du pH des laits de vache et de chevre sont respectivement de 6.5 et 6.55. Aprés
ensemencement, le pH du lait diminue en fin de caillage (aprés 18h d’incubation). Cette
diminution du pH s’accentue dans le temps pour atteindre des valeurs de 4.58 et 4.43 et de
4.65 et 4.45 pour les fromages, de lait de vache et de chévre, élaborés respectivement avec
I’EEB et la présure. Ceci s’explique par une acidification du milieu grace a 1’action des

ferments lactiques qui transforment progressivement le lactose en acide Lactique (Figure 34).
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Selon Ramet, (1987) les valeurs du pH d’un fromage frais obtenu a partir d’une acidification

lactique varient entre 4.3 & 4.5. Ces valeurs sont en accord avec nos résultats pour les laits de
vache et de chévre.

M |ait de vache

M |ait de chevre

EEB dinde présure

Figure 34 : Valeurs moyennes du pH du fromage (petit suisse) a base des laits de vache et de

cheévre élaborés avec I’EEB et la présure

2. Analyses microbiologiques du lait et du fromage

2.1. Le lait
La qualité¢ microbiologique du lait utilisé¢ pour 1’élaboration du fromage a été

déterminée, les résultats sont rapportés dans le tableau 25

Tableau 25: Analyses microbiologiques de la matiére premiére.

Germes Lait de Lait de Normes
vache chévre| (J.O.R.AN°35du
27Mai 1998)
GAMT (109 20 25 10° UFC/ml
Coliformes fécaux (10%) |7 2 10% UFC/ml

Streptocoques fécaux (10%) Abs Abs abs/0,1ml

Staphylococcus aureus Abs Abs Abs/100ml

Clostridium sulfito- réducteurs |Abs Abs 50
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D’apres les analyses microbiologiques effectuées sur le produit fini (pate fraiche)

élaboré avec la présure ou de d’EEB mentionné dans le tableau 25, indiquent une absence

totale des germes pathogenes recherchés excepté des GAMT qui présentent une charge éleve

en coliformes fécaux, qui ne dépassent pas le seuil d’acceptabilité. Ceci implique que le

fromage obtenu est conforme aux normes (J.O.R.A N°35 du 27Mai 1998).

2.2. Analyses microbiologiques du Fromage

La qualité microbiologique du fromage a été déterminée, les résultats sont rapportés

dans le tableau 26.

Tableau 26 : qualité microbiologique du fromage

Germes Fromage fait Fromage avec Norme
avec présure L’EEC (J.O.R.AN°35 du
Lait Laitde | Laitde | Laitde 27Mai 1998)
de chévre | vache | chévre
vache
Coliformes totaux 45 86 29 57 100
Coliformes fécaux 5 3 8 4 10
Streptocoque Fécaux | Abs Abs Abs Abs Abs
Clostridium S/R 0 0 0 0 0
Salmonelles Abs Abs Abs Abs Abs
Staphylococcus 0 0 0 0 0
Aureus
Leveurs 0 0 0 0 0
Moisissures 0 0 0 0 0

Selon les normes indiquees au tableau 26, et d’aprés les résultats d’analyses, on note

I’absence totale de germes pathogénes :

streptocoques fécaux, Staphylococcus aureus,

Salmonelle, levures et moisissures dans le produit fini. Néanmoins le nombre de coliformes

totaux et fécaux presentent une charge acceptable.

94



Chapitre 11 Résultats et discussion

3. Rendement fromager
Le principe est base sur la mesure de I'extrait sec dégraissé (ESD) retrouve dans le

fromage. Selon Eck (1990), le rendement fromager s'exprime par la formule suivante :

10XESDXP
—_— 0

coefficient =
Avec :

P : poids de fromage obtenu en Kg.

V : quantité de lait mise en ceuvre en L

ESD : extrait sec dégraissé du fromage (ESD= EST-MG)

Les résultats relatifs au rendement fromager, indiquent qu’il est plus élevé pour les fromages a
base de lait de chévre obtenu avec ’EEB (17.25%) et la présure (17.35%). Pour les agents
coagulants EEB et présure, le rendement pour les fromages a base de lait de vache n’est que

14,30% et 15,7% respectivement (Figure 35).

25 ~

20 A

15 -

%

m EEBdinde

10 - M présure

lait de vache lait de chevre

Figure 35: Valeurs moyennes des rendements en fromages obtenus a partir des laits de vache
et chevre avec les agents coagulants EEB dinde et présure

Les rendements obtenus en fromage sont en faveur de la teneur élevée en protéines. En
effet, le lait de chevre est plus riche en protéines que le lait de vache.
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Par ailleurs, nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Kouniba et al. (2007) dans

une étude similaire.

Selon Colin et al. (1992), les teneurs en protéines et en matiére grasse permettent d’expliquer
77% des variations du rendement fromager frais.

Un bon rendement nécessite un taux élevé en extrait sec et plus précisément en protéines
(caséine) et des concentrations élevées en matiére grasse (Macedo et al., 1993 in Nouani,
2009)

D’aprés Remeuf et al. (1991), le coefficient de récupération de la matiere séche
semble plus particulierement influencé par les paramétres qui conditionnent 1’aptitude a la
coagulation par la présure, a savoir la teneur en caséines, les proportions de caséines aS, le
degré de minéralisation calcique des micelles et leur diametre moyen.

En effet, ’augmentation de cet extrait sec a un intérét dans la structure et I’équilibre minéral
en réduisant la forte stabilité du lait et permet d’obtenir un caillé plus ferme, ce qui conduit a

une diminution des pertes en matiére seche dans le lactosérum.

Selon Evette (1975), le traitement thermique conduit & des interactions entre caséine et
protéines du sérum ou entre les protéines du sérum elles-mémes, cela fait précipiter ces

protéines avec les caséines et augmente le rendement fromager.

Toutefois, selon Ramet (1985), la moyenne en rendement pour les fromages a pate fraiche est
situé entre 12 et 14kg /100L de lait ce qui n’est pas trés loin des rendements obtenus avec les

fromages préparés a base d’extraits coagulants bruts EEB et de la présure.

4. Analyses sensorielles du fromage

La qualité sensorielle des fromages dépend d’un grand nombre de facteurs liés, a la
fois a la technologie de fabrication et aux caractéristiques chimiques et microbiologiques, de
la matiére premic¢re mise en ceuvre. Ces dernieéres dépendent elles-mémes de nombreux
facteurs d’amont (d’origine génétique, physiologique, alimentaire...). Ces facteurs d’amont
sont de plus en plus au centre des préoccupations des consommateurs qui s’interrogent en
particulier sur 1’alimentation offerte aux animaux. (Coulon et al., 2005).
Les fromages des laits de vache et de chévre ont été présentés de fagcon anonyme a un jury de
dégustation, interrogé sur les caractéres de la pate : I’aspect, la texture, la couleur et le goit

des quatre (04) types de fromages qui ont été notés sur une échelle de 10 (Figure 36).
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12
10
8
M texture
6 M couleur
4 Gout
H Odeur
2
0
Petit suisse F1 de vache F2 de vache F3 de chévre F4 de chévre
témoin (présure) (EEP) (présure) (EEP)

Figure 36: Valeurs moyennes d’appréciation de la texture, de la couleur, du goit et de
I’odeur des fromages a base de lait de vache et de chévre

Pour les deux fromages obtenus a partir du lait de vache, les panelistes ont remarqué :

v" Pour le fromage de vache coagulé par I’extrait enzymatique purifié¢ de dinde (EEB)
65% du jury lui ont attribué une couleur Iégerement jaunatre, 60% du jury ont
remarque un aspect lisse avec texture crémeuse.

70% du jury ont ressenti un arriere-gotit d’amertume et une odeur de créme.

v" Pour le fromage de vache coagulé par la présure, 80% des panelistes 1’ont trouvé lisse
avec une texture onctueuse et ferme.

70% du jury lui ont attribué une couleur légérement jaunatre, 60% du jury lui ont trouvé un
gout légérement acide avec gout de laitage.
Pour les deux fromages obtenus a partir du lait de chévre, les panélistes ont remarqué :

v Pour le fromage de chévre coagulé par la présure, 85% du jury lui ont attribué un
aspect lisse et une texture pateuse et ferme, 60% des panélistes ont ressenti une odeur
de chévre, 40% du jury lui ont trouvé un godt Iégérement acide.

v" Pour le fromage de chévre coagulé par I’extrait enzymatique pur de dinde (EEB),

80% du jury ont constaté une texture granuleuse, 70% du jury I’ont trouvé d’un gofit

Iégeérement amer avec une odeur de chévre.
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Tableau 27 : Analyse sensorielle des fromages frais a base d’EEB de dinde et de présure

Désignation texture couleur Gout Odeur
Petit suisse témoin 10 9 9.5 9.5
Fromage frais de vache a 8 7,5 7 7,5
base présure

Fromage frais de vache a 6 7 6 6,5
base (EEB dinde)

Fromage frais de chévre 8,5 8 7 6,5

a base présure

Fromage frais de chevre 6,5 8 6 6
a base (EEB dinde)

Discussion

La qualité sensorielle des fromages dépend d’un grand nombre de facteurs, liés a la
fois, a la technologie de fabrication et aux caractéristiques chimiques et microbiologiques de
la matiére premic¢re mise en ceuvre. Ces dernieéres dépendent elles-mémes de nombreux

facteurs d’amont (d’origine génétique, physiologique, alimentaire...) (coulon et al., 2005).

Les fromages de chévres se caractérisent par une couleur blanche qui est due a
I’absence de la beta caroténe dans le lait de chevre, par contre le fromage de vache présente
une couleur légérement jaunatre due a la présence de la beta caroténe dans le lait de vache.
Dans une autre étude Coulon et al. (2005), indiquent que 1’alimentation en mais conduit a des
fromages plus blancs, légerement plus fermes et globalement moins appréciés des
dégustateurs. Des résultats récents montrent que le foin de luzerne, comparativement a
I’ensilage de mais, conduit a des fromages ayant une flaveur plus intense.

Le gott l1éger d’amertume observé pour les deux fromages, de chévre ou de vache, est
da probablement a la protéolyse excessive de I’extrait enzymatique purifié de dinde (EEP),
contrairement a la présure commerciale qui donne un fromage de gout de laitage acceptable

par le jury.
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Selon Corredig et Salvator (2016), I’activité protéolytique ¢élevée se traduira par la

production de peptides de petite et moyenne taille, qui donnera des gouts ameres ou
désagréables au fromage et réduiront le rendement.
En analyse sensorielle, I’odeur des fromages issus de laits en début et en fin de lactation est
moins agréable que celle des laits en milieu de lactation. Les fromages de laits en fin de
lactation sont plus fondants et moins fermes que ceux de laits en début ou en milieu de
lactation. Leur go(t est plus intense et plus persistant. A la dégustation, ils sont moins
appréciés que les autres. Ces différences sont liées a une proteolyse accrue dans les fromages
fabriqués avec des laits de lactation tardive. (coulon et al., 1998)
Heil et Dumont, (1993) ont rapporté que pour le fromage de chevre, le stade de lactation plus
avancé fait apparaitre des différences sur la fermeté et le «goQt chévre»

Les caractéristiques sensorielles des fromages, et en particulier leur texture, ont varié
sensiblement selon la nature des fourrages consommeés (Bugaud et al., 2002).
Quand les laits sont plus riches en plasmine, la protéolyse primaire des fromages est plus
forte, avec pour conséquence une moindre résistance mécanique et une moindre élasticité de
ces fromages, due a des modifications de la matrice protéique. Par ailleurs, plus les laits sont
riches en acides gras insaturés moins la résistance mécanique des fromages est forte, car la
présence de ces acides gras augmente la fluidité de la matiére grasse (Hurtaud et al., 2001) .
Par ailleurs, Bugaud et al. (2001b) ont observé que le pH du lait a I' emprésurage lié au type

de paturage, influence la texture des fromages d'abondance.

La composition des protéines du lait est un facteur primordial dans la texture du lait. En effet
I’aptitude a la coagulation du lait dicte les qualités de texture du fromage. Cependant la
qualité et le type des cas€ines produites ne semblent pas li€s au type d’alimentation, mais
plutét a la génétique (Voisin, 2010). En effet, dans d’autres études coulon et al., (2005), ont
rapporté que les fromages issus de vaches Holsteins ont été moins fermes et plus fondants que
ceux issus de vaches Montbéliardes en raison du rapport gras/sec plus éleve, ce qui est lié a
un rapport taux butyreux/taux protéique supérieur chez les Holsteins.

D’autres part, la relation entre la teneur en acides gras longs insaturés et la déformation a la
fermeté du fromage montre, en effet, une relation étroite entre les deux paramétres. Plus il y a
d’acides gras longs insaturés dans la composition du fromage, plus la déformation a la

fracture  (autrement dit la fermeté) est faible (Bugaud et al., 2002)
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Conclusion générale

L’objectif de ce travail a consisté, d’une part a évaluer la variabilité de la composition
du lait en fonction de quelques facteurs de production en I’occurrence la race et 1’alimentation.
Et d’autres part examiner la possibilité d’exploiter les sous-produits de volaille (dinde) comme
source potentielle et alternative d’obtention de succédanées de présure.

- les différences des taux protéique et butyreux sont dues a la fois aux facteurs race et
alimentation. Les résultats obtenus montrent que, pour tous les constituants analyses, le lait de
Holstein est en moyenne plus riche en matiere grasse et moins riche en protéines que le lait de
Montbéliarde. Ces variations dues a la race sont réduites par rapport a celles dues a
I’alimentation. Ainsi, le taux protéique, légerement réduit, est moins influencable par le
changement de 1’alimentation que le taux butyreux.

- Le profil en acides gras, indique que les acides gras saturés était plus éleve chez la race
Montbéliarde, pour AGSCMC et AGILC, comparativement a la race Holstein pour les acides
gras court et moyenne chaine saturées AGSCMC et des acides gras a longue chaine insaturé
AGILC,,

Par ailleurs les acides gras insaturés a longues chaines, 1’acide oléique (C18 :1),
présente le pourcentage le plus élevé pour le lait des deux races par rapport aux autres acides
gras insaturés avec un pourcentage de 21.37% en faveur de la Montbéliarde contre 17.86% pour
la Holstein.

L’alimentation influence significativement la composition physico-chimique du lait, en
effet I’ajout du bersim et de ’orge au régime alimentaire, a base de foin et de concentré a conduit
a la modification importante des parameétres physico-chimiques du lait, en particulier ’'EST
(+14.4g/L) du 16t expérimental par rapport au témoin qui est hautement significatif (P< 0,01). De
méme le taux de matiere grasse et de protéines présentent des résultats significatifs (P< 0,05).

L’alimentation a un effet sur les acides gras saturés a longues chaines par une
diminution de 1.17% du 16t expérimental par rapport au 16t témoin. En revanche, le taux d’acides
gras insaturés a longues chaines présente une augmentation de 2% du lot expérimental par
rapport a celui du 16t témoin, ceci s’explique par I’effet de I’apport du fourrage vert (bersim) et
de I’orge a I’alimentation.

L’extrait brut de la protéase de dinde Meleagris gallopavo, a été purifié pour la premiere
fois a partir du proventricule de dinde par précipitation avec le sulfate d’ammonium a un taux de

saturation de 50%, avec un rendement de purification de 29%. La chromatographie liquide des
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proteines rapide (FPLC) sur colonne mono S échangeuse de cations Hi-Trap SP-FF, a montré
une activité coagulante des fractions 12-16 éluées avec NaCl 0,4 a 0,5 M et correspondant aux
matériaux (protéines inactives) les plus fortement adsorbé sur la colonne (quatrieme pic).

Les fractions actives ont été analysées par SDS-PAGE , qui a révélé une bande unique avec une
masse moléculaire apparente de 36,5 kDa en accord avec la chaine polypeptidique de la protéine
mature predictive XP_010709067 (337 acides amines). L'enzyme mature affiche une masse
moléculaire de 36 831,18 Da et un point isoélectrique de 4,37 (déterminé avec le programme
ProtParam disponible sur https://www.expasy.org/proteomics)

Le profil chromatographique d'échange d'anions (mono Q), a révélé que les fractions 22
et 23 éluées par NaCl et correspondant au pic majeur caractérisé par une activité de coagulation
de 0,4 et 0,5 UP/mL respectivement, 1’¢lectrophorése SDS-PAGE fait apparaitre une seule
bande caractérisée par une masse moléculaire apparente de 1’ordre de 36,5 kDa.

Les fractions obtenues par chromatographie échangeuse de cations ont été séparées par
HPLC inverse, afin d'améliorer la purification de I'enzyme coagulante. Cependant, le profil
chromatographique montre quatre pics parmi lesquels seul le troisieme pic au temps de rétention
de 18,9 min correspond a une fraction ayant une activité de coagulation de 0,1 UP/mL.

Les variations des facteurs, température, pH et concentration en CaCl sur la protéase
coagulante ont été étudiées. Les optima de température, de pH et de concentration en CaCly,
étaient de 55 °C, 5,4 et 0,04 M respectivement.

L’¢tude de l’aptitude a la coagulation du lait de vache et de chevre, par la protéase
purifiée sur la fabrication d’un fromage a pate fraiche type (petit suisse) est en faveur de lait de
chévre.

Les protéines représentent 33.85 g/Kg et 33.65 g/Kg pour le petit suisse a base de lait de vache,
¢laboré avec L’EEP et la présure respectivement et de 35.80 g/Kg et 35.75 g/Kg pour petit
suisse a base de lait de chevre élaboré avec L’EEP et la présure respectivement.

Les résultats relatifs au rendement fromager, indiquent qu’il est plus élevé pour les fromages a
base de lait de cheévre obtenu avec I’EEP (17.25%) et la présure (17.35%). Pour les agents
coagulants EEP et présure, le rendement pour les fromages a base de lait de vache n’est que
14,30% et 15,7% respectivement
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Les rendements en fromage sont en faveur de lait de chévre, ceci s’explique par la teneur élevée
en protéines et en extrait sec. Un bon rendement nécessite un taux élevé en extrait sec et plus

précisément en protéines (caséine) et en matiere grasse.

Le lait influe sur la qualité sensorielle des fromages. Les fromages fabriqueés a partir
du lait de chévre présentent des caractéristiques agréables comparees a celles des fromages
a base de lait de vache. Pour les fromages frais, le diagramme de fabrication adopté ne
permet pas une appréciation sensorielle correcte a cause de ’absence de 1’affinage.
Toutefois, les propriétés organoleptiques des fromages sont en faveur du fromage a base de
lait de chevre qui enregistre une qualité appréciable par le jury de dégustation par rapport au

fromage a base de lait de vache.

Des recherches futures relatives a la caractérisation moléculaire de 1’enzyme coagulante
doivent étre initiées pour mieux élucider les différents aspects de la pepsine de dinde, a
savoir :

v’ I’optimisation des conditions d’extraction pour améliorer le rendement

v la purification des fractions coagulantes par zymmographie

v’ Séquencage des fractions coagulantes.
Cependant, le pouvoir coagulant du lait par I'enzyme du proventricule de dinde le
prédispose a une utilisation favorable dans la fabrication du fromage et constitue une source

potentielle pour la production de succédanées de la présure.
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ANNEXES



Annexe 1

Préparation du substrat de Berridge

1. Les constituants du substrat de Berridge
1.1. Lait en poudre

Le lait en poudre utilisé est de type LOW-HEAT, obtenu a partir d’un lait écrémé
pasteurisé de bonne qualité bactériologique (moins de 5000 germes /mL). C’est une poudre
n’ayant subi qu’un chauffage faible qui entraine un respect de 1’état physico-chimique de

protéines solubles du serum .Elle est conserve dans des sachets en plastique a +4°C.
1.2. Solution de CaCl2

La solution de CaCl> de qualité anhydre utilisée a une concentration de 0.01M, elle est
préparée a partir d’une solution mére de CaClz & 1 M. La solution est conservée a +4°C a

I’obscurité.

1. 2.1. Mode opératoire

Pour préparer 100 mL de substrat de Berridge, on dissout 12g de lait en poudre dans
10mL de CaCl; a 0.01 M, puis on compléte la quantité par I’eau distillée jusqu'a a 100 ml. On
verse une petite quantité de solution sur la totalité de la poudre de facon a obtenir par agitation
manuelle une bouillé homogeéne, le reste de la solution de chlorure de calcium est alors ajouté
sur cette bouillé, puis on agite avec un agitateur magnétique pendant 30 mn, en évitant une
agitation trop violente, susceptible de produire une mousse géante. Le pH du lait ainsi préparé
est ajusté a pH 6.4 avec une solution de HCI a 0.1N ou NaOH a 0.1N.

Apres un repos de 30mn, a température de laboratoire, le substrat est prét a I’emploi.



Substrat (lait écrémé en poudre low-heat 12g dissout dans 100ml d’une solution

Aqueuse de C.Cl, qui doit étre ajouté progressivement)

l

Agitation pendant 15min (éviter 1’agitation trop violente susceptible de produire une

mousse géante)

l

Ajuster le pH a 6.4 avec une solution de HCI a 0.1N ou NaOH & 0.1N

|

Repos (30mn a température du laboratoire a 1’obscurité)

l

Répartition du substrat (10 ml / tube a essai)
Incubation des tubes a essai a 30°C au bain marie, ensuite la température est
remonltée a35°C
Addition de I’enzyme au substrat (a raison de 1ml)

Diagramme de préparation du substrat de Berridge et mesure du temps de
coagulation

» Le temps de coagulation est relevé visuellement dés I’apparition des premiers flacons

de micelles sur la paroi du tube a essai légérement incliné , tourner lentement a raison

de 2 a 4 tr / min dans un bain marie.



Protocole de methylation des AG : méthode AFNOR , (2000) NFT 60-233.

Réactifs :

NaOH 2N methanolique.
HCI methanolique.

Méthode :

-1 ml d’hexane contient 50 a 500 mg de MG pure, les mettre dans un tube a vis.

-ajouter 200 pl de NaOH 2N methanolique bien bouché, agiter 10 secondes.

-porter au bain marie a 50 °C/ 20S, agiter et laisser refroidir.

- ajouter 200 pl de HCI methanolique.

- agiter, laisser décanter, recueillir la couche supérieure (phase héxanoique) qui contient les

esters méthyliques. (Récupérer cette phase a I’aide d’une pipette pasteur).

La récupérer dans un autre tube a vis, porter au congélateur en attendant I’analyse

chromatographique.

Conditions Chromatographiques pour esters méethyliques

Chromatographe Chrompack CP 9002
Détecteur FID (250°C)
Injecteur SPLIT 1/100 (250°C)

Gaz vecteur

Azote

Colonne Capillaire

Cp Sil 8 CB (5%Phenyl+
dimethylpolysiloxane)

95%

Longueur

30m

Diametre intérieur

0.32mm *0.25 UM

Epaisseur 0,25 pm
Injecteur 250°C
Détecteur 280°C
Four 190 °C
Quantité injectée 0.8ul
Vitesse du papier 0.5 cm/ mn




Annexe 3
Dosage du lactose (méthode de Bertrand)

On prépare la liqueur cupro-alcaline de Fehling en passant par les étapes suivantes :
Solution A (liqueur cuprique)

Sulfates de cuivre a 5SM d’eau...... 40g

Eaudistillée ......................... e 1000 ml

Solution B (liqueur tartrique alcaline)

Tartrate de sodium et de potassium, sel de seignette...200g

Soude caustique........covvviiiiiiiiii e, 150g
Eaudistillée............ooooiiiii 1000ml
Préparation de liqueur ferrique

Sulfates ferrique................ 50g

Acide sulfurique ................ 200g

Eau distillée...................... 1000ml

Défécation

Dans une fiole jaugée de 200ml, on introduit successivement :
Lait. e 20ml
Solution de ferrocyanure de potassium................... 2ml
On agite puis on ajoute solution d’acétate de zinc....... 2ml

On agite et on compléte au trait de jauge avec 1’eau distillée tout en mélangeant .on ajoute
2ml d’eau distillée (pour tenir compte du volume précipité). On agite, puis laisser reposer 10
a 15 min et on filtre & nouveau si le filtrat n’est pas limpide.

Réductimétrie

Dans un erlenmeyer de 150 ml, on introduit :

Liqueur cuprique ................. 20ml
Liqueur tartrique alcaline........ 20ml
Filtrat du lait....................... 10ml
Eau distillée........................ 10ml

Apres agitation et ébullition douce on maintient celle-ci pendant 3min,apres repos du précipité
, on fait la décantation du liquide sur un filtre en amiante ou en verre fritté .

On lave sommairement avec 5 al0Oml d’eau distillée bouillie ,le précipité contenu dans la fiole
conique ,puis on laisse reposer,décanter ensuite on dissous le précipité de la fiole dans 10ml
de liqueur ferrique.

On titre dans la fiole & vide par la solution de permanganate de potassium 0.IN jusqu’a
coloration rose persistante

Expression des résultats

Iml de permanganate de potassium correspond a 6.35mg de cuivre dans la prise d’essai, pour
le calcul on peut se reporter au tableau de conversion, en fonction du volume de
permanganate de potassium 0.1N versé, donne directement le taux de lactose hydraté.



Annexe 4

Dosage de la matiére azotée totale par la méthode Kjeldahl (AFNOR 1986, norme NF VV04-
211) :

—Minéralisation

-Elle consiste a transformer toutes les structures organiques contenant de I’azote en azote minéral
par voie humide. Introduire 5 ml de lait dans le matras de Kjeldahl. Ajouter 15 a 20 ml d’acide
sulfurique et 5 a 6 gde catalyseur. Agiter. Chauffer Iégérement le matras. Lorsque 1’eau s’est
évaporée, augmenter le chauffage jusqu’a douce ébullition du mélange acide. Agiter de temps en
temps, en ramenant dans le fond du matras les parcelles de substances qui adherent aux parois.
Lorsque le liquide est devenu limpide, poursuivre le chauffage durant 30 minutes et laisser refroidir.

-Distillation et dosage de I’ammoniac :

-Apreés refroidissement, le minéralisat est récupéré avec précaution dans une fiole de 100 ml avec
I’eau distillée. Transvaser 20 ml du minéralisat dilu¢ dans un ballon additionné de 20 ml de lessive
de soude a 33 %, plus 80 ml d’eau distillée.

-Placer le ballon dans le dispositif de distillation ;

-Placer I’allonge qui termine le dispositif dans un bécher de 200 ml contenant 20ml d’acide borique
a 4% et 2 gouttes d’indicateur (Tashiro);

-Apres distillation ; titrer le distillat avec I’acide sulfurique 0,1 N.

-Expression des résultats :

-Les résultats sont exprimés gramme d’azote par litre :

- NT =V *0,0014 * 1000/Vq
Avec : V o : volume de la prise d’essai (5Sml) ;
V 1 : volume de la solution d’acide sulfurique 0,1 N.

Dosage de I’azote non-caséique (NST) :

Dans un flacon de 100 ml, 10 ml du lait sont introduits et dilués avec 70 a 80 ml de I'eau distillée. Le
contenu est apporté a 40 °C et puis acidifié avec 1ml d'acide acétique a 10 %. Apres étre tenu 5 a 10
min a 40° C, 1 ml de l'acétate de sodium normal est ajoutée. Le contenu est alors refroidi et le
volume est complété avec de I'eau distillée. Le pH de la solution est déterminé ; a chaque fois qu’il
est nécessaire, le pH est ajusté a 4.6 a 4.7 en ajoutant quelques gouttes d'acide acétique a 10 %. Le
sérum Caséine-libre est obtenu en filtrant (papier filtre Whatman). 10 ml du sérum sont employés
pour la détermination de l'azote non-caséique, en utilisant la méme technique de Kjeldahl comme ci-
dessus.

Dosage de I’azote non protéique (NNP) :

Dans un flacon de 50 ml, 10 ml de lait sont dilués jusqu'a la marque par l'acide trichloracetic 12 %.
Le contenu est bien mélangé et filtré aprés 10 min. Une partie aliquote de 20 ml est employée pour
la détermination d'azote en utilisant la méme technique de Kjeldahl comme ci-dessus.



Annexe 5

Dosage des protéines de I’extrait enzymatique selon l1a méthode de Bradford

(Bradford, 1976).
1. Réactifs

1.1. Réactif de Bradford :
- 10mg de Bleu de Coomassie G-250.
- 5ml d’éthanol a 95 %.
- 10ml d’acide phosphorique (H3PQOj4)

Ce réactif de peut étre conservé a 4°C et a I’abri de lumiére.

1.2. Solution de BSA :
- BSA a100mg.
- Qsp a 100ml I’eau distillée.
2. Mode opératoire

2.1. Préparation du réactif de Bradford

Dissoudre 10mg de Bleu de Coomassie G-250 dans SmL d’éthanol a 95%. Aprés

dissolution compléte. Ajouter 10ml d’acide phosphorique (H3POs). Compléter a 100ml.

Filtrer. Le conserver maximum 15jour 1’abri la lumiére.

2.2. Préparation de solution de BSA

Préparer une solution a 100mg /L de BSA dans I’eau ultra-pure. Pour cela, préparer une

solution a 1g/L et la diluer 10 fois avec 1’eau ultra-pure. Aliquoter en fractions de 10mL dans

des tubes et les conserver au congélateur.



Tableau 1 : Préparation de la solution étalon de la BSA

N° de tube 1 2 3 4 5 6
Concentration en BSA 0 10 25 50 75 100
(uL /mL.éq BSA
Volume de solution mére 0 100 250 500 750 1000
de BSA (uL)
Volume d’eau (pl) 1000 900 750 500 250
Réactif de Bradford (mL) 1 1 1 1 1

abs 595

06 y =0.0057x + 0.0469
] R2=0.9757 *

100

120

¢ abs595

—— Linear (abs 595)

Courbe d’¢étalonnage : de la BSA

Tracer la courbe d’étalonnage de la D.O en fonction de la concentration en BSA.

Les concentrations en proteines sont exprimées uL /mL. équivalent BSA

Les tubes sont incubés a température ambiante pendant Smin a 1’abri de la lumiére.
Lire les D.O a 595nm des 5 tube (2 de a 6) contre le blanc (tube N°1).




Annexe 6

Photographie de 1’appareillage de chromatographie liquide rapide des protéines (FPLC)
semi-automatisé AKTA-Purifier.



Annexe 7

1. Définition des microorganismes recherchés
1.1.Germes aérobies mésophile Totaux (GA M T)
La flore mésophile totale regroupe tous les germes aérobies et anaérobies facultatifs qui

sont dénommés germes banaux.
1.2 Spores anaérobies S/R

Les anaérobies sulfito- réducteurs sont des bactéries anaérobies strictes, de forme
bacille a gram positif, catalase négative, mobiles, sporulés, appartenant a la famille des
Bacillacea, hote habituel du tube digestif de 1’homme, leurs spores ont une résistance
considérable dans les milieux naturels, ils ont un pouvoir de détruire le sulfite de sodium et

donner en présence de fer, du sulfure de fer d’ou une coloration noire
1.3 Coliformes totaux et fécaux

Les coliformes totaux sont des bacilles Gram négatifs, aérobies ou anaérobies
facultatifs, non sporulés, ne possédent pas d’oxydase, capables de se multiplier en présence de
sels biliaires et capables de fermenter le lactose avec production 1’acide et de gaz en 24 a48 h

a une température comprise entre 36 et37°C

Les coliformes fécaux ont les mémes caractéeres que les coliformes totaux, mais ils sont

capables de fermenter le lactose avec production d’acide et de gaz en 24h a une température

de ’ordre de 44°C

Rappelons également qu’Escherichia coli est une coliforme thermo tolérant qui produit
en plus, de I’indole a 44 °C

1.4. Staphylococcus aureus

Les staphylococcus aureus appartiennent a la famille de Micrococcaceae. Ce sont des

cocci Gram positif. 1ls sont aérobies et anaaérobies facultatifs, immobiles



2. Analyses microbiologiques du fromage

Préparation des solutions meres

1ml 1 ml

-\-\-'-‘—l_-_l—'-'-'--I
—
v
9mi 9ml
de de
259 +225mi TSE TSE
de TSE
\—_—/ ~— —
Dilution mére 10 10 108

2.1. Dénombrement de GAMT
Mode opératoire

A partir des dilutions décimales allant de 10~ a 10, porter aseptiquement 1 ml dans une boite

de pétri vide préparée a cet usage et numérotée.

Compléter ensuite avec 12 a 15 ml de gélose PCA fondue puis refroidie a 45 °C £ 1. Faire
ensuite des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de (8) pour permettre a
I’inoculum de se mélanger a la gélose utilisée. Laisser solidifier sur la paillasse, puis rajouter
une deuxiéme couche d’environ 5 ml de la méme gélose, cette double couche a un role

protecteur contre les contaminations diverses.
Incubation

Les boites seront incubées couvercle en bas a 30°c pendant 72 h avec :

- Premiére lecture a 24 h.
- Deuxiéme lecture a 48 h.
- Troisieme lecture a 72 h.



Lecture

Les colonies des GAMT se présentent sous forme lenticulaire en masse.

Expression des résultants

Le dénombrement s’agit de compter toutes les colonies ayant poussé sur les boites en tenant

compte les facteurs suivants :

- ne dénombrer que les boites contenant entre 15 et 300 colonies,

- multiplier toujours le nombre trouvé par I’inverse de sa dilution,

- faire ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.

]

10°

1ml

]

10

1ml

]

10

1ml

— — —

D

o Ajouter 12 a 15 ml de gélose PCA ou TDYM
o Laisser solidifier sur paillasse + deuxiéme couche

o

Incuber a30°C, 72 h

Recherche et dénombrement des GAMT



2.2. Dénombrement de Coliformes totaux et fécaux

Mode opératoire

A partir des dilutions décimales 107 & 10, dans une boite de pétri vide préparée a cet usage

et numérotée. Cette opération doit étre effectuée en double pour chaque dilution car :

La premiere série de boites sera incubée a 37 °C et sera réservée a la recherche des coliformes

totaux.

La deuxiéme série de boites sera incubée a 44 °C et sera réservée a la recherche des

coliformes fécaux.

Compléter ensuite avec environ 15 ml de gélose au Désoxycholate a 1%o (ou avec gélose

VRBL) fondue puis refroidie a 45 °C + 1.

A partir des dilutions décimales 107 & 102, porter aseptiquement 1 ml de chaque dilution dans
des tubes contenant eau peptone exempte d’indole numérotés et préparés a cet usage.

Mélanger bien.
Incubation
Les boites pétris seront donc incubées couvercle en bas pendant 24 a48 h a :

» 37 °C pour la premiére série (recherche des coliformes totaux)
> 44 °C pour la deuxiéme série (recherche des coliformes fécaux)

Les tubes seront donc incubés a 44 °C pendant 24 a 48 h (identification biochimique des

coliformes fécaux).

Lecture

Les colonies des coliformes totaux et fécaux apparaissent en masse sous forme de petites
colonies de couleur rouge foncé et de 0,5 mm de diametre.

Expression des résultants

Le dénombrement s’agit de compter toutes les colonies ayant poussé sur les boites en tenant
compte les facteurs suivants :

- ne dénombrer que les boites contenant entre 15 et 300 colonies,

- ne dénombrer les colonies des coliformes fécaux qu’apres une réaction indole +.
- multiplier toujours le nombre trouvé par I’inverse de sa dilution,

- faire ensuite la moyenne arithmétique des colonies entre les différentes dilutions.



Confirmation

Passer au test de confirmation en cas d’existence de coliformes fécaux en ajoutant des

quelques gouttes de réactif KOWACS dans les tubes réservés a 1’identification biochimique.

L’apparition d’un anneau rouge en surface indique que la réaction est positive.

] ] ]
PR ] T
1072
101 108
e e ~———

—EPEI EPEI EPEL—~
— EPEL
Incuber & 44 °C pendant 24 a 48 h
N

2 gouttes du réactif

KOWACS Ef
Anneau rouge
—— (Réaction positive)

Recherche et dénombrement des coliformes
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102

1ml

—

1ml

S —

103

1ml

——

1ml

Ajouter 15 ml de gélose [au Désoxycholate + deuxiéme gouche premiéne
serie de boites a incuber a

1ml

_— = =

@ - Colonies de couleur rouge foncé

Test de confirmation des coliformes fécaux

——

37°C ,24 a 48h

1ml

Ajouter 15 ml de gélose au Désoxycholate + deuxiéme couche

Detixiéme série de hoites a incuber 344 °C.24 h




3. Recherche de Staphylococcus aureus

Mode opératoire
* Préparation du milieu d’enrichissement

Au moment de I’emploi, ouvrir aseptiquement le flacon contenant le milieu Giolitti
Cantoni pour y ajouter 15 ml de la solution de Tellurite de potassium. Meéelanger

soigneusement. Le milieu est alors prét a I’emploi.
* Enrichissement

A partir des dilutions décimales retenues, porter aseptiquement 1 ml par dilution dans un
tube a vis stérile. Ajouter par la suite environ 15 ml du milieu d’enrichissement. Bien

mélanger le milieu et I’inoculum.
Incubation
L’incubation se fait a 37 °C pendant 24 2 48 h
Lecture
Seront considérés comme positifs, les tubes ayant virés au noir.

Pour s’assurer qu’il s’agit bien d’un développement de Staphylococcus aureus, ces tubes
feront 1’objet d’un isolement sur gélose Chapman préalablement fondu, coulée en boites de

pétri et bien séchée.

Les boites de Chapman ainsi ensemenceées seront incubées a leur tour a 37 °C pendant 24
a 48 h. apres ce délai, repérer les colonies suspectes a savoir les colonies de taille moyenne,

lisse, brillantes, pigmentés en jaune et pourvues d’une coagulase et d’une catalase.
Expression des resultats

- Si a la dilution 103, le tube a noirci au bout de 24 h d’incubation, mais a 1’isolement
sur Chapman il n’y a pas des colonies caractéristiques ; ce tube est consideré comme

négatif.

- Si par contre a la dilution 102, le tube a noirci au bout de 24 h d’incubation, et a
I’isolement, il y a des colonies caractéristiques, il faut tenir compte de la dilution en

question, car le nombre réel de Staphylococcus aureus correspond a I’inverse de la



dilution. Dans ce cas, il y a donc 10 Staphylococcus aureus par g ou ml du produit a

analyser.
I M~~——1 M~~——1
10? 10 103
e S———— S————

1 ml W1 ml %1 ml
I e I
e e e

1ml

Ajouter 15 ml de Giolitti Cantoni additionné du Tellurite de %
potassium, bien mélanger le milieu et ’inoculum Incuber a 37°C a 24 a
48°C
I v"
Tube noir
———— ___
Réaction positive Isolement sur gélose P e P
. L. > Réaction négative
Chapman et incubation a 37 °C, 24 a 48 h

Ej o Dénombrement, catalase, coagulase

Recherche et dénombrement des Staphylococcus aureus.



4. Recherche clostridium sulfito — réducteurs
* Préparation du milieu

Au moment de I’emploi, faire fondre un flacon de gélose viande foie (VF), le refroidir
dans un bain d’eau a 45 °C puis ajouter une ampoule d’Alun de fer et une ampoule de sulfate

de sodium. Mélanger soigneusement et aseptiquement.

Le milieu est ainsi prét a I’emploi, mais il faut le maintenir dans une étuve a 45 °C

jusqu’au moment de 1’utilisation.
* Enrichissement
Les tubes contenant les dilutions 102 et 10! seront soumis :
D’abord a un chauffage a 80 °C pendant 8 a 10 min, Puis a un refroidissement immédiat

sous courant d’eau, dans le but d’éliminer les formes végétatives et garder uniquement les

formes sporulées.

A partir de ces conditions, porter aseptiquement 1 ml de chaque dilution en double dans
deux tubes a vis stériles de 16 mm de diamétre, puis ajouter environ 15 ml de gélose VF prét a

I’emploi. Laisser sur la paillasse pendant 30 min.



10"

Recherche et dénombrement des spores de Clostridium sulfito-réducteurs

I

o Chauffer a80 °C, 8a 10
min ;
o Refroidir brutalement sous
I’eau de robinet

o Ajouter 15 ml de gélose VF
o Laisser solidifier puis
incuber a 46 °C pendant 48h

| [

|
o Lecture aprés 16, 24 et
48 h
o Dénombrer les 9
colonies noires en masse .

1072




Annexe 8

Séparation de lactosérum La pate fraiche

La creme fraiche. Fromage frais de lait de vache.

Fromage frais de lait de chévre



Annexe 9

Panel de dégustation

|FICHE DE DEGUSTATION DE FROMAGE

IDénomination: Type de pate: Région :
Blanc Bosselé
[~ IBlanc cassé :|Crevasse
c o [ |cendre [rréguliere
— C R |—. . .
U L | |Creme o U _Regullere
E U Gris ITE Marque de
R [~ [Ocre [~ [Terne
A S [ |orange [ [Brillante
P E [~ [Bleu [~ |Boutonnée
[~ |Noir [~ [Fleurie
C T [ |autre : [ autre :
Serré Blanc
_Compacte [~ IBlanc créme
[~ |Granuleux C O [~ IBleu vert
Text [ |uisse U L [ [fvoire
ure [~ JLuisant E U I~ Daune pale
[ INet i [~ paune paille
[ [IDissocié [~ [ocre
[~ |coulant [~ |orangé
[ |crevasse |
Jautre JAutre :
Acide
D [~ |amande grillée
O _Ammoniaque
E U [ [Boishumide
R S :Champigno n
Florale lactique
[ |Levure
[ [Noisette
| Piquant
[~ [Terre mouillée
[ autre :
Anonyme
Acide [ |Beurre fondu
: Rance
G O A A R _E:iz;mpignon
A mer A
IU T (E)SM _Balsamique
[~ |Levure
Salé :Toile humide
Noix
| Bouqueté
Sucré [~ [Fruité
[~ |autre :
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Valorization of avian by-products such as turkey (Meleagris gallopavo) proventriculus in the preparation of milk
clotting enzymes constitutes an alternative to commercial rennet. The clotting enzyme of Meleagris gallopavo has
been prepared by ammonium sulfate at 50% saturation followed by purification by cation-exchange fast protein
liquid chromatography (FPLC), and determination of the clotting protease activity performed on milk incubated
at 35 °C. The clotting fractions are concentrated and dialyzed against Tris/HCl pH 7.0 through a membrane with
cutoff 8000 Da, and separated by anion-exchange FPLC. The coagulating fractions obtained by cation-exchange

chromatography are also separated by reversed-phase high-performance liquid chromatography, which revealed
only one fraction able to coagulate milk. Electrophoresis analysis revealed a band with apparent molecular mass
of 36.5 kDa and seemed to correspond to pepsin-like enzyme according to primary sequence alignment analyses.
Maximal clotting activity was obtained for optimal conditions of temperature of 55 °C and pH 5.4.

1. Introduction

The world milk production has increased approximately to
494 Million Metric Tons (MMT) in 2016 (USDA report, 2016) due to the
high demand on cheese this last year (around 18.5 MMT). Calf rennet is
composed of 80% chymosin and 20% pepsin and is the most ancient
milk clotting enzyme. It is still the most widely used in cheese making
procedures. The coagulating properties of calf rennet are mainly due to
the chymosin, an aspartic protease considered to be the best coagu-
lating agent because of its high specificity for the cleavage of k-casein
Phe!%-Met'°® peptide bond (Esposito, Di Pierro, Dejonghe, Mariniello,
& Porta, 2016).

Pepsinogens are synthesized in gastric mucosa and autocatalytically
converted into their corresponding active form pepsins in the acidic
environment of gastric juice, by releasing the NH,-terminal activation
segments. So far, five groups of pepsinogens have been classified,
namely pepsinogens A, B and F, progastricsin (or propepsin C), and
prochymosin, which mainly exists in the gastric juice of foetal and
newborn mammals (Kageyama, 2002). Pepsins have in common the
property to cleave protein substrates, such as denatured haemoglobin,
serum albumin and suitable oligopeptides, under acidic pH conditions
(Wu et al., 2009).

The increase of calf rennet price led to investigate new milk clotting
enzymes able to adequately replace calf rennet in the manufacture of
dairy products (Cavalcanti, Teixeira, Lima Filho, & Porto, 2004;
Grozdanovic, Burazer, & Gavrovic-Jankulovic, 2013) when possible.
Different microbial alternatives are used for the production of chy-
mosin, but these techniques are not too suitable for quality cheese
production because they produce a bitter taste (Kumar, Sharma, Kumar
Mohanty, Grover, & Kumar Batish, 2006; Walsh & Li, 2000). Another
striking feature that hinders the use of microbial rennet is their high
thermal stability.

Genetic engineering is employed to produce genetically modified
microorganisms capable of synthesizing recombinant chymosin, che-
mically and functionally identical to the native enzyme produced by
ruminants (Espinoza-Molina, Acosta-Muniz, Sepulveda, Zamudio-
Flores, & Rios-Velasco, 2016). Calf chymosin (genetic variant B) is
widely produced through recombinant DNA technology by micro-
organisms such as Aspergillus niger and Kluyveromyces lactis, other re-
combinant chymosins are obtained from goat and buffalo (Corredig &
Salvatore, 2016).

Proteolytic activity surviving at high temperatures (higher than
normal pasteurization temperature) causes undesired proteolysis, re-
sulting in flavour loss and bitter taste (Kurutahalli, Vishwanatha, Appu
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Fig. 1. Predicted amino acid sequences of (a) pepsin A of turkey (Meleagris gallopavo), NCBI reference sequence XP_010709067 and (b) pepsin A-like enzyme of

turkey, NCBI reference sequence: XP_010709199.

Rao, & Singh, 2010). Pseudomonas genus produces extracellular pro-
teases, which are resistant toward ultra-high temperature (UHT)
treatment, and are responsible for milk spoilage, resulting in bitter
flavour and gelation of UHT milk during storage (Mateos et al., 2015).

Several coagulating enzymes have been identified in different plant
species; however many of enzyme preparations are deemed unsuitable
because they produce extremely bitter cheeses (Egito et al., 2007;
Beigomi et al., 2014). The excessive proteolytic activities of most plant
coagulants have limited their use in cheese manufacturing due to lower
yields of cheese, bitter flavour and texture defects. The search for new
potential milk-clotting enzymes from plants still continues in order to
meet the increasing global demand for diversified and good quality
cheese production (Shah, Mir, & Paray, 2014).

The avian proteases from chicken (Bohak, 1969), quail (Esumi,
Yasugi, Takeo, & Fujiki, 1980), duck (Pichovd & Kostka, 1990), and
turkey (Temiz, Aykut, Okumus, & Turhan, 2007; Temiz, Okumus,
Aykut, Dervisoglu, & Yazici, 2008) are considered as adequate sources
of pepsin enzymes. The pepsin protease extracted from chicken pro-
ventriculus lead making cheddar if maturation does not exceed three
months (Findlay, Stanley, & Emmons, 1984). However, the use of
pepsin enzyme of chicken in the manufacture of certain cooked cheeses
such as Emmental and Kashkaval has yielded satisfactory results
(Gordin & Rosenthal, 1978). Indeed, these cheeses showed a quality
comparable to that of cheese of the same type prepared with rennet.

However, there is little information on the purification and char-
acterization of turkey's pepsin enzyme (Meleagris gallopavo). It is thus
interesting to investigate such a pepsin enzyme from turkey as rennet
for cheese preparation from cow's milk. The aim of the present study
was to purify and characterize clotting enzyme from turkey's proven-
triculus, a by-product to valorise.

2. Materials & methods
2.1. Biological materials

Raw proventriculi were extracted from the digestive system of the
turkey (Meleagris gallopavo). The study focused on 500 g of fresh sample

rid of its fat, washed several times in distilled water, cut and condi-
tioned in sealed plastic bags and, finally, stored at —20 °C until used.

2.2. Enzyme extraction

The extraction was performed according to the method of Tsouli
(1974) with some modifications. The proventriculus tissue was milled
in 5% NaCl and 0.2% boric acid in a ratio 1/2 w/v (weight/volume) of
extraction mixture, freezed at —18 °C for 24 h, then thawing and ma-
cerating at 4°C under gentle agitation for 24 h, and the mixture ob-
tained was filtered on a gauze strip and the filtrate was centrifuged at
3200g at 4°C for 20 min and finally, the recovered supernatant was
filtered on filter paper. The pH of the crude enzymatic extract was
adjusted to 2.0 with 0.1 M HCI and left to stand for 15 min at room
temperature and then readjusted to pH 5.0 with 0.1 M NaOH.

2.3. Fast protein liquid chromatography (FPLC) and electrophoretic control

The pre-purification was carried out with successive steps of am-
monium sulfate precipitation at 25, 50, and 75% saturation (100%
saturation corresponds to 760 g/L of ammonium sulfate at 25 °C) on
crude enzyme extract. The pellet obtained with 50% of ammonium
sulfate saturation was suspended in the sodium formiate at pH 3.5, then
purified by FPLC onto a cation-exchange Hi-Trap SP-FF column con-
nected to an AKTA-Purifier apparatus and a 0-0.5 M NaCl gradient was
applied for 20 min at a flow rate of 1 mLmin~' Coagulating fractions
were analyzed by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE) on a 12% acrylamide resolving gel according to
the method of Laemmli (1970) carried out with a Mini-Protean Tetra-
cell (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). Fractions dis-
playing clotting activity were pooled and dialyzed against Tris/HCl
buffer at pH 7.0 on a membrane with cutoff 8000 Da for 24 h in a cold
room maintained at 4 °C. The dialyzed solution was then loaded onto an
anion-exchange Mono Q HR 5/5 column connected to the AKTA-Puri-
fier apparatus. A 0-0.5M NaCl gradient was applied for 20 min at a
flow rate of 1 mLmin~"'. The clotting fractions were then analyzed by
SDS-PAGE.
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Fig. 2. Alignments of the amino acid sequences performed with the BLAST program available at http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi of (a) pepsin A of turkey
(Meleagris gallopavo) XP_010709067 and the precursor of pepsin A of chicken (Gallus gallus) NP_990209, (b) the pepsin A-like protein of turkey XP_010709199 and the
precursor of pepsin A of chicken NP_990209, (c) pepsin A of turkey XP_010709067 and partial sequence of pepsin A of wild duck (Anas platyrhynchos) (GenBank ID:
EOA94711), and (d) the pepsin A-like enzyme of turkey XP_010709199 and the partial sequence of pepsin A of wild duck (GenBank ID: EOA94711).
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Fig. 2. (continued)
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Table 1
Summary of purification steps of milk clotting enzyme of turkey (Meleagris gallopavo).
Purification step Clotting activity (RU) Amount of total protein (mgmL~") Specific activity (RU mg 1) Purification factor Purification yield (%)
Crude extract 11.1 = 0.2 9.20 1.2 £ 0.1 1 100
Ammonium sulfate (50%) 3.2 = 04 2.11 1.5 = 0.2 1.26 29
Cation-exchange FPLC
Fraction 12 2.2 = 0.3 1.14 1.9 = 0.2 1.27 69
Fraction 13 2.4 = 0.6 0.95 2.5 = 0.6 1.28 107
Fraction 14 2.8 + 0.6 1.08 2.6 + 0.6 1.02 116
Fraction 15 2.9 * 0.6 1.41 21 = 04 0.81 106
Fraction 16 26 = 0.1 0.95 28 £ 0.1 1.32 89
Anion-exchange FPLC
Fraction 22 04 = 0.1 0.105 3.3 =08 1.20 13
Fraction 23 0.5 £ 0.2 0.115 46 = 2.0 1.38 151
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Fig. 3. (a) Elution profile onto cation-exchange column Hi-Trap SP-FF of clotting extract prepared from turkey's proventriculus after precipitation with ammonium
sulfate at 50% saturation and SDS-PAGE control of the active fractions 12-16. (b) Elution profile onto anion-exchange column Mono Q HR 5/5 of clotting fractions
12-16 previously collected from the fractionation by cation-exchange FPLC and polled and SDS-PAGE control of the active fractions 22 and 23. M: molecular mass
standards. (c) Chromatographic profile obtained by RP-HPLC separation of the clotting fractions 12-16 previously collected from the fractionation by cation-
exchange FPLC and polled.

2.4. Reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) separated by RP-HPLC on a narrowbore PTH-C18 column
(220 x 2.1 mm, 5-um particle size; Applied Biosystems, Foster City, CA,
To identify different possible active forms in the enzyme extract, the USA) connected to the Biopolymer Micro purification and Analysis

clotting fractions from the cation-exchange chromatography were System Model 172 (Applied Biosystems). A volume of sample of 200 uL

175
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Fig. 4. Effect of temperature (a) and pH (b) on the activity of clotting fraction
of Turkey proventriculus.

was loaded onto the column. A 2-70% acetonitrile gradient containing
0.1% (v/v) trifluoroacetic acid was applied for 60 min. The flow rate
was 250 uL. min~' and detection was carried out at 215 nm. Fractions
were collected and submitted to coagulation test as described below.

2.5. Determination of protein concentration

The protein concentration was determined according to the method
of Bradford (1976) with bovine serum albumin as the standard.

2.6. Determination of the enzymatic activity

The milk clotting activity expressed as rennet unit (RU) was de-
termined according to Berridge (1945) as described by Benchiheub,
Benkahoul, Bellil, and Mechakra Maza (2014). Briefly, 1 mL of crude
extract or fractions was added to 10 mL of Berridge substrate (12 g low
heat spray dried skim milk powder in 100 mL of 0.01 M CaCl,), mixed
thoroughly and incubated at 30 °C. The time required for the first ap-
pearance of the particles was discernible recorded. One unit of milk
clotting activity was defined as the amount of enzyme required to clot
10 mL of milk in 100s at 30 °C.

_ 10V

RU =
TcQ

(€8]

where:RU: Rennet Unit; V: volume of standard substrate (mL); Q: vo-
lume (mL) of crude gastric extract (CGE) or chromatographic fraction;
T.: clotting time (s).

2.7. Optimal temperature and pH determination

The influence of temperature on the activity of the acidic protease
was determined at various temperature intervals (30-70 °C).

The pH of the Berridge substrate was adjusted in range of 5.2 to 7.0
with solutions of 0.1 M HCl or 01 M NaOH. After 20 min of incubation
at room temperature, the pH was measured and the milk clotting time
was determined.
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2.8. Statistical analysis

The enzyme activity, as well as the determination of optimal tem-
perature and pH, were performed in triplicate and the results are pre-
sented as mean * standard deviation.

3. Results & discussion

Poultry viscera, especially turkey proventriculus, are a source of
milk coagulant proteases, currently under-exploited and easy to obtain
throughout the year and require a better valuation in the cheese in-
dustry, unlike ruminant rennet, the availability of which is lower and
the cost is greater.

Pepsin is one of the animal origin that has been tested for potential
use as substitutes of rennet (Benyahia-Krid et al., 2017).

In this study, turkey proventriculus was used to purify milk clotting
enzyme, the purification procedure developed in this study resulted in
an active band with apparent molecular mass of 36.5 kDa, that is con-
sistent with the molecular mass reported by Rao, Tanksale, Ghatge, and
Deshpande (1998). Both animal and microbial milk clotting proteases
belong to a class of acid aspartate proteases and have molecular masses
between 30,000 to 40,000 kDa. However, the purification of the en-
zyme using ammonium sulfate is recommended for the enzyme pre-
paration with excellent milk clotting properties. The presence of one
active band of purified enzyme might be indicative of monomer pro-
tease. The specific activity in the crude extract increases from 1.2 to 4.6
after FPLC purification; this is explained by the elimination of the in-
active proteins in the crude extract. The optimal pH for coagulation of
turkey proventriculus milk is 5.4, which is close to that of the optimum
rennet pH of 5.8 (Fox, 1969). According to Gordin and Rosenthal
(1978), acidity of milk has been recognized as one of the critical
parameters in cheese production.

Enzyme activity of milk clotting enzyme for turkey proventriculus
was 55°C, this parameter being of primary importance in cheese
manufacturing (Gordin & Rosenthal, 1978).

However, the coagulating power of the milk by the enzyme of
turkey proventriculus predisposes it to a favorable use in cheese
making.

To this end, it remains to determine the interest of promoting the
extraction and purification methods to constitute a better approach for
an industrial production of the enzyme coagulating the milk of the
proventriculus of the turkey.

3.1. Amino acid sequence analysis of Meleagris gallopavo pepsin-like
enzyme

The translation of the genome of Meleagris gallopavo presents two
predicted sequences that might correspond to pepsin-like enzymes.

The NCBI (National Center for Biotechnology Information) re-
ference number for these predicted sequences are XP_010709067 and
XP_010709199. The first one is characterized by the presence of a signal
peptide Met'-Gly'” and the presence of a propeptide that begins at
residue Ile'® and ends at His*®, two predicted active sites 93-96 and
276-278 (Fig. 1a). The second sequence is characterized by the pre-
sence of a single active site (region 64-66) (Fig. 1b).

The predicted sequence of the pepsin-like enzyme of Meleagris gal-
lopavo XP_010709067 was compared with the BLAST program available
at https://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ to that of the precursor of the
pepsin-like enzyme of chicken (Gallus gallus) NP_990209 (Sakamoto,
Saiga, & Yasugi, 1998) (Fig. 2a). The alignment shows amino acid
identity of 95%, suggesting that the pepsin-like enzymes of turkey and
chicken are very closely related, anticipating a high sequence/structure
relationship between these enzymes. On another hand, the alignment of
the turkey's pepsin-like enzyme XP_010709199 with that of chicken
shows, however, a lower amino acid identity of 47% (Fig. 2b). The
alignment of the sequences XP_010709067 and XP_010709199 with the
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partial sequence of the pepsin A of wild duck (Anas platyrhynchos;
GenBank accession number EOA94711) shows a same percentage of
amino acid identity of 53% for both enzymes (Fig. 2c and Fig. 2d).
According to the primary sequence alignment analyses of the two
pepsin-like sequences of turkey XP_010709067 and XP_010709199, it
was thought that the predicted sequence XP_010709067 seemed to be
the correct one, the second XP_010709199 might not correspond to any
expressed protein.

3.2. Purification of turkey's milk clotting enzyme

Purification of the clotting protease from proventriculus of turkey is
summarized on Table 1. The extraction of crude extract was performed
by maceration of the proventriculus in 5% (w/v) NaCl and displayed a
clotting activity of 11.1 RU.

The process of extraction of milk clotting proteases from Cynara
cardunculus L. in saline medium was already reported by Tsouli (1974)
and confirmed by Beka et al. (2014). NaCl can play a role in the re-
covery of the enzyme. In fact, Beka et al. (2014) obtained a clotting
activity for the crude extract of 2.43 UmL ™ for a concentration of 5%
NaCl, whereas Temiz et al. (2008) obtained a clotting activity of
7.83UmL "' for a concentration of 10% NaCl. These results suggest
that the appropriate method for the extraction of coagulating enzymes
greatly depends on the NaCl concentration.

The purification was achieved by flocculation of clotting materials
from the crude extract with ammonium sulfate at 50% saturation, as the
fraction precipitated at 25% saturation of ammonium sulfate presented
no clotting activity, and as the fraction precipitated at 75% showed only
a low activity of 0.1 RU. In the present work, the extract precipitated in
50% ammonium sulfate displayed a clotting activity of ca. 3.2 RU and
specific activity of 1.5 RU mg ™~ ! higher than the initial specific activity
of the crude extract of 1.2RUmg ™! (purification factor of 1.26 and
purification yield of 29%). El-Beltagy, El-Adawy, Rahma, and El-
Bedawey (2004) obtained a clotting fraction precipitated by ammonium
sulfate between 40 and 60% saturation from the viscera of bolti fish
(Tilapia nilotica), with a specific activity of 0.25U mg’1 protein, a
purification factor of 4.16, and a purification yield of 42%. Similarly,
Zhou, Fu, Zhang, Su, and Cao (2007) have prepared a clotting enzyme
extract by ammonium sulfate precipitation between 20 and 60% sa-
turation from sea bream (Sparus latus Houttuyn), with a specific activity
of 3.0 Umg ™! protein, a purification factor of 1.4, and a purification
yield of 64%.

The chromatographic profile obtained by cation-exchange FPLC
(Fig. 3a) showed 4 peaks, and clotting activity was found in the col-
lected fractions 12-16 eluted at 0.4-0.5M NaCl and corresponding to
materials the most strongly adsorbed on the column (fourth peak).

The active fractions were analyzed by SDS-PAGE (Fig. 3a) and a
single band with an apparent molecular mass of 36.5 kDa was unveiled,
and agreed well with the results of Temiz et al. (2007), who found a
same apparent molecular mass of 36 kDa for a clotting enzyme partially
purified. Moreover, this apparent molecular mass was in accordance
with the length of the polypeptide chain of the predicted mature protein
XP_010709067 (337 amino acids). The mature enzyme displays a mo-
lecular mass of 36,831.18 Da and isoelectric point of 4.37 (determined
with the ProtParam program available at https://www.expasy.org/
proteomics). In comparison, the mature chain of bovine pepsin A (NCBI
reference sequence: NP_001001600) has a lower molecular mass of
34,646.02 Da (326 amino acid residues) and a more acid isoelectric
point of 3.34.

The clotting fractions 12-16 were pooled and dialyzed prior to a
second step of separation by anion-exchange FPLC. The anion-exchange
chromatographic profile revealed at least seven distinct peaks (Fig. 3b).
Fractions 22 and 23 eluted at 0.44-0.47 M NaCl and corresponding to
the major peak showed a clotting activity of 0.4 and 0.5 RU, respec-
tively, and displayed by SDS-PAGE a single band with apparent mole-
cular mass of 36.5kDa (Fig. 3b).
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3.3. RP-HPLC of fractions obtained by cation-exchange FPLC

The fractions 12-16 collected from the previous cation-exchange
chromatography step were separated onto a narrowbore C18 column in
order to improve the purification of the 36.5-kDa clotting enzyme and
to determine if other active form of clotting enzyme might exist.
However, the chromatographic profile shows four peaks among which
only the third peak at retention time of 18.9 min corresponded to a
fraction with a clotting activity of 0.1 RU (Fig. 3c).

3.4. Determination of optimal temperature and pH

Fig. 4a shows the influence of different temperatures on the pro-
tease activity. The relative activity increased with the temperature from
30 to 55°C and then decreased; however no activity was detected at
70 °C, the optimum temperature for calf rennet was found at 40 °C (Fox,
1969). The purified protease had the highest activity at pH 5.4 under
the experimental conditions used and it then decreased with increasing
of pH (Fig. 4b). Over pH 6.0, more than 50% of the relative activity was
lost and no activity was detected at pH7.0. The optimum pH for the
milk clotting was found at pH 4.0 for duck pepsin (Pichova & Kostka,
1990) and at pH 5.8 for the calf rennet (Fox, 1969).

4. Conclusions

In the present study, a fraction of enzyme was purified for the first
time from proventriculus of turkey. A fraction highly enriched in clot-
ting enzyme was recovered with high purity by chromatography
methods and turkey enzyme can advantageously replace calf rennet as
it displayed a milk clotting activity. Its apparent molecular mass was
36.5kDa in good agreement with its predicted sequence (337 amino
acid residues) found in the NCBI protein database. Future investigations
will focus on the molecular characterization of the coagulating enzyme.
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