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Résumé

L’affinage du fromage est I’une des étapes les plus importantes en fromagerie. C’est aussi
un processus lent et coliteux. Trouver une méthode permettant de réduire le temps de maturation
permettrait de diminuer considérablement les colits de production. Grace a leur activité
protéolytique élevée, les coagulants végétaux accélérent 1’affinage. Néanmoins, ils occasionnent
des défauts de texture, de saveurs et diminuent le rendement fromager. Des études ont montré que
I’extrait de chardon (Cynara cadunculus) pouvait accélérer la maturation sans provoquer tous les
défauts associés aux enzymes végétales. Mélangée a la présure, I’enzyme du chardon (cyprosine)
pourrait réduire le temps d’affinage sans affecter les caractéristiques (rendement, texture, saveur)
du fromage. Dans ce travail, I’effet d’un mélange de présure et de cyprosine dans la fabrication
de fromages de lait de chévre dur et mi-dur, sera étudié. Dix (10) lots de laits seront transformés
en fromages ferme et semi-ferme. Ces lots seront coagulés, avec un mélange de cyprosine et de
présure suivant des rapports de 20 : 80, 30: 70, 40: 60 et 50: 50 pour les deux types de
fromages. Pour chaque lot un (1) fromage témoin sera produit avec 100% de présure. La
composition chimique des fromages et deux (2) tests (triangulaire et profil sensoriel) seront

réalisés en vue de déterminer les différences entre les fromages.
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l. Introduction

Les protéases sont les enzymes commerciales les plus utilisées en raison de leurs

multiples applications dans divers domaines (Sawant et Nagendran, 2014). A elle seule, la vente



de protéases représente plus de 60% de la vente des enzymes (Corzo et al., 2012). Ces enzymes
jouent un rdle incontestable dans [’industrie pharmaceutique et alimentaire, et dans la
biotechnologie industrielle. De fait, 1’industrie alimentaire est la plus grande utilisatrice de
protéases (Sawant et Nagendran, 2014). Dans cette industrie, ['une des applications les plus

importantes est 1'utilisation de la présure dans la fabrication de fromages.

La fabrication de fromage comporte plusieurs étapes dont 1’une des plus fondamentales
est la coagulation du lait. Cette coagulation est traditionnellement obtenue par action sur le lait,
de la présure, qui est une enzyme extraite industriellement des caillettes de veaux non sevrés
(Abakar, 2012). Jusque vers les années 1950, la présure était I'enzyme dont l'utilisation était
dominante dans la fabrication fromagere. Des pénuries mondiales ont suivi en raison du fait que
sa production soit tributaire du marché de la viande (Adoui, 2007). Actuellement, la production
de présure traditionnelle (ou animale) ne couvre que 20 a 30% de la demande de coagulant (Jacob

etal., 2011).

La carence en présure sur le marché mondial a conduit & une augmentation de son prix.
Parallelement, la production de fromage a progressivement augmenté au cours des années (Shah
et al., 2014). Cette situation a conduit a la recherche d’autres préparations enzymatiques
alternatives d'origines diverses, pouvant coaguler le lait de fagon analogue a la présure (Garcia et
al., 2012). Dans le cadre des recherches réalisées en vue de trouver des substituts a la présure, des
protéases microbiennes mais surtout des protéases produites par des microorganismes
génétiquement modifiés ont donné des résultats satisfaisants (Jacob et al., 2011; Mahajan et
Chaudhari, 2014). Néanmoins, ces derni¢res années, une attention croissante a été dirigée vers
des extraits naturels d'origine végétale comme alternative (Mahajan et Chaudhari, 2014; Shah et
al., 2014). Ces protéases retiennent |’attention, non seulement en raison de leur activité
protéolytique, mais également parce qu’elles sont généralement actives dans une large gamme de

températures et de pH (Feijoo-Siota et Villa, 2011).

De nombreux coagulants végétaux sont utilisés depuis des sieécles pour la fabrication
fromagere. Ces enzymes coagulantes ont été identifiées chez presque toutes les espéces de
plantes. Elles sont utilisées sous forme d’extraits végétaux bruts ou d’enzymes purifiées

(Grozdanovic et al., 2013; Shah et al., 2014). Cependant, leur activité protéolytique élevée,



entraine des modifications des propriétés organoleptiques des fromages traditionnels et

occasionne une baisse du rendement (Grozdanovic et al., 2013).

Cette activité protéolytique élevée peut étre mise a profit dans le processus d’affinage des
fromages. En effet, une étude réalisée pour comparer 1’extrait de chardon (Cynara cardunculus) a
la présure dans la fabrication du Camembert a montré que la vitesse de maturation a été plus
¢élevée pour le Camembert fabriqué avec 1’extrait de chardon. Un résultat similaire a été obtenu
dans la production de fromage de type cheddar, coagulé avec de faibles proportions de chardon
mélangé a la présure (O'Mahony et al., 2003). Plus récemment, Galan et al. (2012) ont montré
que le fromage fabriqué avec le mélange de chardon et de présure a atteint les caractéristiques
sensorielles et biochimiques plus rapidement que le fromage obtenu par coagulation avec la
chymosine seule. De plus, le 1éger golt amer di a ’activité protéolytique du chardon est réduit

lorsqu’il est mélangé a la présure.

Un grand nombre de travaux ont été réalisés autour de 1’effet du chardon sur la protéolyse
du fromage a base de lait de chévre. Néanmoins, peu d’informations sont disponibles sur 1’effet
d’un mélange de présure et de chardon sur les caractéristiques sensorielles et de protéolyse de ces
fromages. Ainsi, ce présent travail se propose d’étudier I’effet de I’association d’une enzyme
végétale et d’une enzyme animale sur le temps de maturation et sur les propriétés organoleptiques
des fromages, dans le but de permettre une appréciation de I’intérét des coagulants végétaux

comme suppléments aux enzymes animales.

Il. Etat des connaissances

2.1.Les enzymes coagulantes dans la fabrication du fromage

Les enzymes coagulantes sont une nécessité absolue pour la production de fromages
affinés. Ces coagulants sont des préparations d'enzymes protéolytiques (Jacob et al., 2011; Shah
et al., 2014) et sont de différentes sources : animale, microbienne, végétale et, depuis peu, issues

de modifications génétiques.

2.1.1. Les protéases animales

Plusieurs protéases animales sont utilisées pour la fabrication de fromages. Toutefois, la

présure (mélange de chymosine et de pepsine) est de tres loin la plus employée et est considérée



comme ¢tant la meilleure enzyme de coagulation du lait (Abi-Azar, 2007). Le principal coagulant

de la présure est la chymosine qui représente 80 % de I’enzyme contre 20 % pour la pepsine

(Abakar, 2012).

Dans le processus de la coagulation du lait, la chymosine a une double action. Une action
coagulante par hydrolyse de la caséine k et une protéolyse générale sur toutes les protéines au
cours de ’affinage du fromage (Abi Azar, 2007; Adoui, 2007). L'enzyme hydrolyse la liaison
Phe'®” et Met'® de la « -caséine, entrainant la déstabilisation des micelles de caséines et leur
coagulation. L hydrolyse des caséines par la présure fournit des substrats pour la formation de
saveurs pendant la maturation du fromage. Bien que la protéolyse soit essentielle pour la
fabrication de fromages affinés, un bon coagulant doit posséder un bon rapport d'activité¢ de

coagulation sur l'activité protéolytique générale (Yegin et Dekker, 2013).

2.1.2. Les présures recombinantes

Les présures provenant d’animaux comme le chameau, la chévre, ’agneau, et le buffle
ont ¢été étudiées et caractérisées afin de remplacer la présure bovine. Toutefois, elles ne sont
pratiquement pas utilisées au niveau industriel, car ces enzymes présentent des propriétés
enzymatiques moins intéressantes en comparaison de celles de la présure bovine (Almeida et al.,

2015; Yegin et Dekker, 2013).

En réponse a la croissance de la production fromagere et pour surmonter les problemes de
disponibilité de la présure animale, la « Food and Drug Administration » a approuvé, dans les
années 1990, I'utilisation de chymosine dérivée de microorganismes génétiquement modifiés
comme Escherichia coli, Bacillus subtilis, Lactococcus lactis, Saccharomyces cerevisiae qui

sont utilisés comme hotes pour 1’expression des enzymes recombinantes (Jacob et al., 2011).

Les présures recombinantes représentent actuellement 70 a 80% du marché mondial de la
présure (Johnson, 2006 ; Jacob, 2011). Différentes études ont prouvé que la chymosine
recombinante et la chymosine de veau standard se comportent de la méme fagon dans toutes les
conditions étudiées. Aucune différence entre les fromages n’a été observée du point de vue
sensoriel et chimique (Yegin et Dekker, 2013). Bien que les présures recombinantes aient fait
leurs preuves comme substituts a la présure bovine, une attention de plus en plus grande est

portée aux enzymes naturelles extraites de plantes (Chazarra, 2007).



2.1.3. Les enzymes microbiennes

Un travail important a été réalisé dans la sélection de microorganismes pouvant produire
des enzymes coagulantes. De nombreuses protéases microbiennes agissent de la méme manicre
que la chymosine. Toutefois, ces enzymes montrent une activité protéolytique plus élevée
pendant la fabrication du fromage. L’enzyme de Rhizomucor miehei est le coagulant microbien le
plus couramment utilisé¢ pour la production fromagere et est disponible a différents degrés de

thermo-stabilité et de pureté (Jacob et al., 2011).

Actuellement, la recherche sur les présures microbiennes est toujours dirigée vers la
découverte d’enzymes qui sont plus thermolabiles et ayant un meilleur rapport de coagulation sur
I’activité protéolytique générale. La thermolabilité est un critére important, en particulier pour les

protéases ayant une activité protéolytique générale ¢élevée (Yegin et Dekker, 2013).

2.1.4. Les enzymes végétales

De nombreuses préparations coagulantes végétales sont connues. Elles sont obtenues par
macération de divers organes de plantes supérieures (Adoui, 2007). Malgré le nombre ¢élevé de
coagulants végétaux, leur application en industrie est treés limitée. Toutefois, des études ont révélé

que certaines enzymes végétales sont prometteuses.

L’extrait de chardon est probablement la présure végétale ayant connu le plus de succes a
ce jour. Il est employ¢é depuis de nombreuses années dans la fabrication de fromages traditionnels
(Lamas et al., 2001; Prados et al., 2007). Des études ont montré qu'il est possible d'extraire et de
purifier deux protéases aspartiques, a savoir les cardosines A et B, a partir des fleurs de chardon.
Ces protéases possedent des spécificités similaires, respectivement, a celles de la chymosine et de
la pepsine (Garcia et al., 2012; Lamas et al., 2001). Elles clivent la liaison peptide Phe'*- Met'®
de la k-caséine bovine et ovine, tandis que la k-caséine caprine est de préférence clivée au niveau
de la liaison Lys''® - Thr'"”. Les deux enzymes peuvent également hydrolyser a la fois I’a et la p-
caséine pour produire des fromages ayant un arome typique, une texture de beurre doux, et une

saveur légérement piquante (Llorente et al., 2014).



2.2 Propriétés protéolytiques des extraits végétaux

Dans le but d’identifier des enzymes qui agissent de maniere similaire a la présure, de
nombreuses plantes ont fait 1’objet d’études afin d’évaluer leurs propriétés protéolytiques et
coagulantes (Tableau 1). Les propriétés de plantes comme Actinidia deliciosa (Piero et al. 2011;
Grozdanovic et al. 2013), Ficus spp, Carica papaya, Calotropis procera et Cynara cardunculus
L. (Low et al., 2006; Adetunji et Salawu, 2008), Onopordum acanthium L. (Brutti et Al. 2012),

Cynara cardunculus L. et Cynara scolymus L. (Garcia et al. 2014) ont ¢té étudiées.

Pour évaluer la valeur réelle des enzymes végétales étudiées, certains auteurs ont effectué
des études pour comparer leur activité coagulante et protéolytique a la chymosine et a d’autres
enzymes végétales qui ont déja été étudiées. Piero et al. (2011) ont montré que l'actinidine
purifiée, extraite d’Actinidia deliciosa (kiwi), a une activité coagulante et que celle ci est liée a la
concentration de I’enzyme. Ces auteurs affirment que leur procédure de purification a permis la
production d'une préparation enzymatique ayant une activité spécifique élevée et un rapport
d’activité coagulante sur la protéolyse générale similaire a celle rapportée pour la chymosine.
Piero et al (2011), quant a eux, ont démontré que ce n’est pas l'extrait de kiwi qui contenait la
plus forte concentration d'enzyme protéolytique active (pH 9,0) qui avait le plus haut niveau
d'activité de coagulation. Des essais sur du lait commercial contenant 0,5 % de mati¢res grasses
ont montré que l'extrait préparé a pH 5,0 a eu une activité coagulante 18% plus élevée que la
méme quantité d’actinidine purifiée. Leur étude a également montré que le rapport de I’activité
coagulante sur ’activité protéolytique de l'extrait préparé a pH 5,0 est inférieur a celui de la
chymosine, cependant, le coagulum obtenu était comparable a celui obtenu avec la chymosine.
Mazorra-Manzano et al. (2013a) sont arrivés a la méme conclusion dans leur étude sur 1’activité
protéolytique de trois extraits végétaux. Selon ces auteurs, il n’y a pas de différence significative
en termes de rendement entre I’extrait d’Actinidia deliciosa et la chymosine (17,8 % et 20,2% ont
respectivement été obtenus pour les deux enzymes). Quant aux autres enzymes, les extraits de

Zingiber officinale et de Cucumis melo ont donné des résultats nettement inférieurs.

Tableau 1: Liste non exhaustive des sources d’enzymes végétales pour la fabrication
fromaggre.

Plantes étudiées Références




Actinidia deliciosa

Albizia lebbeck
Ananas comosus
Balanites aegyptiaca
Bromelia hieronymi

Calotropis gigantea

Carica papaya

Citrus aurantium L. flower.

Cucumis melo
Cynara cardunculus
Cynara scolymus
Euphorbia nerifolia
Euphorbia nivulia

Euphorbia tirucalli
Ficus religiosa

Helianthus annuus

Moringa oleifera

Puglisi et al. (2014)

Piero et al. (2011)

Grozdanovic et al. (2013)
Mazorra-Manzano et al. (2013a)
Egito et al. (2007)

Solorza-Feria et al. (2011)

Beka et al. (2014)

Bruno et al. (2010)

Anusha et al. (2014)

Low et al. (2006)

Solorza-Feria et al. (2011)
Mazorra-Manzano et al. (2013b)
Mazorra-Manzano et al. (2013a)
Low et al. (2006)

Chazarra et al. (2007)

Mahajan et Chaudhari (2014)

Low et al. (2006)
Kumari et Al. (2012)
Egito et al. (2007)
Pontual et al. (2012)




Tableau 1 : Liste non exhaustive des sources d’enzymes végétales pour la fabrication fromagere

(suite)

Plantes étudiees Références

Pedilanthus tithymaloides Mabhajan et Chaudhari (2014)
Solanum dubium Ahmed et al. (2009)
Solanum elaeagnifolium var. Cavanilles Néstor et al. (2012)

Streblus asper Tripathi et al. (2011)

Nawaz et al. (2011)
Withania coagulans
Beigomi et al. (2014)

Zingiber officinale Mazorra-Manzano et al. (2013a)

L’activité protéolytique des enzymes du chardon, du ficus (Ficus spp) et de la papaye
(Carica papaya) a été comparée sur du lait écrémé régulier et du lait écrémé ultra filtré (Low et
al., 2006). Bien qu’il soit légérement plus protéolytique que la présure, seul I’extrait de chardon a
donné des résultats proches de cette derni¢re. Tandis que pour la ficine, c’est surtout avec du lait
ayant une concentration en protéines d’au moins quatre fois celle du lait régulier qu’elle se révele
prometteuse. Quant a la papaine, elle a été jugée trop protéolytique dans les deux types de lait et
donnait des rendements de coagulation variables. Solorza-Feria et al. (2011) ont démontré que la
papaine hydrolyse moins bien la caséine que la broméline (extraite de Ananas comosus), qui, a

son tour, donne des résultats nettement plus faibles que la chymosine.

Compte tenu du succes de certaines enzymes dans la fabrication de fromages traditionnels
dans diverses régions du monde, des essais de fabrication d’autres fromages ont été réalisés ces
derniéres décennies. Ainsi, Faccia et al. (2012) ont comparé le profil protéolytique de la
cacioricotta de type artisanal, un fromage fait de lait de chévre coagulé par un extrait de Ficus
carica sylvestris, a la cacioricotta industrielle coagulée par la présure. Méme avec un chauffage
intense du lait, la forte activité protéolytique de 1’extrait de Ficus carica sylvestris a conduit a la

formation de grande quantité de peptides, contrairement a la présure.



L’extrait de Withania coagulans a été utilisé pour préparer le fromage Cottage au lait de
buffle et comparé avec celui coagulé par la présure. Le type de coagulant n’a eu aucun effet
significatif sur les propriétés organoleptiques, l'acidité, la quantité de protéines et de cendres des
deux fromages. Néanmoins, le fromage coagulé par I’extrait de Withania coagulans avait une
teneur en humidité plus élevée qui traduit une plus grande activité protéolytique de cette enzyme
(Khan et Masud, 2013). Ces résultats concordent parfaitement avec ceux de Nawaz et al. (2011)

avec le fromage de type Mozzarella.

L'influence de D’extrait de Zingiber officinale sur les propriétés physico-chimiques,
microbiologiques et sensorielles du fromage Peshawari fabriqué a partir de lait de vache, a été
évaluée et comparée a celle de la présure. Seules les teneurs en azote soluble et en humidité ont
présenté des différences significatives. Le fromage coagulé par I’enzyme du Zingiber officinale a
présenté des niveaux d'’humidité inferieurs et d’azote soluble plus élevés par rapport a celui
coagulé par la présure. Aucune amertume n’a été notée dans le fromage fait avec 1’extrait du

Zingiber officinale (Hashim et al., 2011).

Des études réalisées sur les extraits de Cynara cardunculus L. et de Cynara humilis L. ont
montré, en accord avec leur contenu enzymatique similaire, que presque toutes les propriétés
rhéologiques étaient similaires pour les deux coagulants. Comparés a la chymosine, ces derniers
se sont révélés légerement plus protéolytiques, conduisant a la formation d’un gel moins ferme
(Esteves et al., 2002; Vioque et al., 2000). Utilisé pour la fabrication de fromages de type Gouda
a partir de lait de vache, I’extrait de Cynara scolymus L. a affiché un rendement similaire a celui
obtenu avec la présure. Toutefois, les fromages obtenus. devaient étre mis en saumure pendant
une période plus longue pour empécher une sur-protéolyse et éviter le développement

d’amertume (Llorente et al., 2014).

Différentes quantités d’extrait de Cynara cardunculus L. ont été comparées a la présure
dans la fabrication de fromages de lait de brebis. Sur une période de six mois de maturation,
aucune différence significative n'a ét€ observée entre les coagulants pour la majorité des
parametres chimiques étudiés. Cependant, 1'azote soluble était significativement plus élevé dans
les fromages fabriqués avec les coagulants végétaux (Galan et al., 2008; Prados et al., 2007). Des
résultats similaires ont été¢ obtenus pour la fabrication de fromages de lait de chévre (Pino et al.,

2009; Tejada et al., 2008).
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Plusieurs auteurs ont passé¢ en revue les différentes recherches effectuées sur les
coagulants extraits de plantes. Sousa et Malcata (2002) ont examiné le réle de 1’extrait de Cynara
cardunculus in vitro et pendant la maturation de plusieurs types de fromages. Roseiro et al.
(2003) ont étudié I'utilisation d'extraits de plantes en particulier I’espéce Cynara spp. Les récentes
avancées sur les différents types de coagulants (animaux, présures recombinantes, microbiens,
végétaux) ont été examinées par Jacob et al. (2011). Dans ce travail, ’auteur fait ressortir l'impact
des enzymes sur la protéolyse, le rendement fromager et la qualité du fromage. Yegin et Dekker
(2013) ont passé¢ en revue les progres dans le domaine des protéases aspartiques d’origine
diverses avec un accent particulier sur les structures, les fonctions et le mécanisme catalytique de
ces protéases. Plus récemment, 1’utilisation des protéases végétales comme coagulants a été
étudiée (Shah et al., 2014). Cette étude a mis I’accent sur les différents types de protéases

végétales, leurs sources et leurs propriétés fonctionnelles.

De facon générale, les résultats ont montré que les coagulants végétaux ont une activité
protéolytique treés élevée. Cette activité protéolytique se manifeste par une diminution du
rendement fromager, des défauts de texture et de golit. Toutefois, certaines enzymes végétales,
comme celle du Withania coagulans, ont donné des résultats plutot satisfaisants en fromagerie.
Mais I’enzyme végétale ayant donné les meilleurs résultats est 1’extrait de chardon qui est
employ¢ avec succes depuis de nombreuses années au Portugal et dans les régions limitrophes de

'Espagne pour la fabrication de fromages traditionnels (Shah et al., 2014).

2.3.Aspects techno-fonctionnels des extraits végétaux

Les fromages préparés avec des coagulants végétaux ont une texture douce caractéristique
et une saveur légerement amere. L utilisation d’enzymes végétales pour la production de fromage
a parfois conduit a des produits de faible qualité, en particulier en termes de texture et de saveur
(Roseiro et al., 2003; Yegin et Dekker, 2013). Toutefois, ces enzymes sont largement utilisées
pour la production de fromages durs et mi-durs de lait de caprins ou d’ovins (Shah et al., 2014).
Ce succes des enzymes végétales dans la production de fromages au lait de brebis suggére que les
caractéristiques différentes des caséines des laits ovins et caprins par rapport au lait bovin

(annexe 1) limitent la production de peptides amers lors de la protéolyse (Roseiro et al., 2003).
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La teneur en caséines du lait a une influence significative sur les propriétés rhéologiques
du gel, sur sa vitesse de formation et sa fermeté maximale (Park et Al., 2007). Le tableau ci-
dessous (tableau 2) présente la teneur en protéines, en lipides et en solides des laits bovins,

caprins et ovins (voir annexe 1 pour les fractions protéiques des laits bovins et caprins).

Les micelles des laits d’ovin et de caprin sont différentes de celles du lait de vache en
termes de diametre moyen et d’hydratation. Elles différent également par leur niveau de
minéralisation (tableau 3), les micelles de caséines du lait de caprins contenant plus de calcium et
de phosphore inorganique (Park et al., 2007). En raison des similarités dans les structures
primaires des laits d’ovin et de caprin, des schémas de gel similaires ont été observés dans les

fromages fabriqués avec ces deux types de laits (Temizkan et Al., 2014).

Tableau 2: Composition chimique des laits de bovin, d’ovin et de caprin

Types de lait
Parameétres Bovin Ovin Caprin
Matiere seche totale (%) 10,98 17,10 11,83
Protéine (%) 3,17 6,27 4,00
Lipide (%) 3,58 7,33 3,90

Adapté de Temizkan et al. (2014)

Si toutes les enzymes protéolytiques coagulent le lait, les rendements obtenus en
fromagerie avec ces derniéres varient grandement en fonction du lait utilisé et de I’enzyme elle-
méme. En effet, Arlene (2014) a étudié I’effet du type d’enzyme et du type de lait sur le
rendement du fromage. Les résultats ont montré que pour une méme enzyme le rendement varie
en fonction du lait, compte tenu du fait que la teneur en , varie selon le lait (figure 1, annexe 1).
Pour un méme lait, plus le pouvoir coagulant de I’enzyme est élevé, plus le rendement est ¢élevé.
De méme, la texture du fromage obtenu pour un méme lait dépend de I’enzyme utilisée (figure
2). Moins I’enzyme est protéolytique, plus la texture du fromage sera ferme. La différence de
texture des fromages est également due a la teneur en calcium du lait. En effet, plus la teneur en
calcium est basse, moins le réseau de caséines sera dense et moins ferme sera la texture du

fromage.
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Tableau 3: Composition minérale (g/100 g de cendres) du lait de chévre et du lait de vache

Lait de chévre Lait de vache
Ca 21.14 17.47
P 15.86 13.39
Mg 1.72 1.44
Fe 0.02 0.02
Cu 0.006 0.002
Zn 0.07 0.07

Adapté de Ceballos et al. (2009)

Pour une enzyme comme 1’extrait de chardon qui posséde des caractéristiques similaires a
la présure, comme décrit précédemment, les résultats en termes de rendement fromager sur un
méme type de lait devraient étre semblables. En effet, comme I’ont montré les études réalisées
sur ce sujet, il n’y a pas de différence significative entre les rendements obtenus avec les deux
enzymes. Néanmoins, ’activité protéolytique de 1’extrait de chardon a conduit a la production de
fromages ayant une texture douce et crémeuse, différente de celle des fromages obtenus avec la
présure (Jacob et al., 2011).
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Figure 1: Variation du rendement fromager en fonction du type de lait et de I'enzyme

Adaptée de Arlene (2014).
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Figure 2: Variation de la fermeté du fromage en fonction du type de lait et de I’enzyme

Adaptée de Arlene (2014)

2.4.Le processus de maturation

Le processus de maturation est une étape impliquant la digestion enzymatique des
composants du coagulum. Il implique plusieurs processus biochimiques comprenant la
protéolyse, la lipolyse et la glycolyse (Guizani et al., 2006). En cours d'affinage, les composants
du caill¢é (caséine, maticre grasse, lactose, etc.) sont transformés par 'action des enzymes natives
du lait ou produites par synthése microbienne au cours de la maturation. Ces transformations
biochimiques conferent de nouvelles caractéristiques au caillé. Simultanément, la saveur et

l'ardme se développent dans le fromage (Choisy et al., 2000).

La protéolyse est le principal et le plus complexe événement biochimique survenant
pendant le processus de maturation. Elle contribue a la maturation du fromage grace a la

formation de peptides et d'acides aminés, et modifie la texture du fromage par la dégradation du
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réseau protéique (Guizani et al., 2006). Les étapes générales de la réaction peuvent étre résumées
ainsi :
v Une hydrolyse initiale des caséines macro-peptides par le coagulant résiduel et par la
plasmine du lait;
v' La dégradation des macro-peptides en petits et moyens peptides par les ferments et les
peptidases;
v L'hydrolyse des moyens et petits peptides par les peptidases des ferments pour donner des

dipeptides, des tripeptides et des acides aminés libres. (Farkye, 2004)

Dans le développement de la saveur du fromage, la lipolyse joue un role considérable. En
effet, la plupart des acides gras libres générés a partir de la lipolyse sont des composés
aromatiques mais aussi des précurseurs d’autres composés volatils comme des aldéhydes, des
esters, des lactones et des alcools secondaires (Guizani et al., 2006). Les composés volatils
contribuent a la fois au golt, a la consistance et a I'arome des produits. Dans les fromages de
chevre, par exemple, les acides caproique, caprylique et caprique leurs donnent leur goiit

caractéristique (annexes 2 et 3).
2.4.1 Les agents de maturation

Plusieurs approches pour accélérer I'affinage du fromage ont été décrites, parmi lesquelles:
I’¢lévation de la température de maturation; le traitement a haute pression; le développement de
cultures d’affinage; I’utilisation d'enzymes exogenes. (Farkye, 2004; Kilcawley et al., 2012) En
général, ces approches visent l'accélération de la protéolyse. Cependant, méme si cela est
relativement facile a réaliser, il est trés difficile de contrdler la protéolyse (Kilcawley et al.,

2012).

Dans I’affinage, les enzymes qui constituent les agents de maturation peuvent provenir de
trois sources différentes: les enzymes naturelles du lait, les enzymes coagulantes et les enzymes

de micro-organismes qui colonisent le fromage (Choisy et al., 2000).
v’ Les enzymes du lait

Le lait natif contient un nombre élevé d'enzymes parmi lesquelles, deux sont de premiere
importance: la lipase et la plasmine. La plasmine est une enzyme thermostable (la pasteurisation

du lait & 72°C pendant 15 secondes réduit son activité de I'ordre de 10%). Une partie de la
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plasmine est associée aux micelles de caséines, et est donc incorporée dans le coagulum pendant
la fabrication du fromage. Son action pendant la maturation est importante et est principalement

marquée dans les fromages nécessitant une maturation lente (Choisy et al., 2000).

La principale lipase du lait est la lipoprotéine lipase. Cette enzyme thermolabile est
dénaturée par un chauffage a 78°C pendant 10 secondes. Son activité est donc plus importante
dans les fromages au lait cru, puisque l'enzyme est inactivée par la pasteurisation (McSweeney,

2004).
v" Les enzymes coagulantes

Les enzymes coagulantes ont une double activité dont I'une est spécifique a la k-caséine. La
deuxiéme activité, la protéolyse générale qui vise la dégradation des protéines pendant la
maturation est due a la présure résiduelle non évacuée avec le petit-lait et prise au picge dans le
caillé (Choisy et al., 2000). Le coagulant résiduel constitue une source importante d'enzymes
protéolytiques dans les fromages. Jusqu'a 30 % du coagulant ajouté au lait peut étre présent et
actif dans le caill¢, dépendamment de facteurs tels que le type d’enzyme, la température de

cuisson et le pH a I’égouttage (McSweeney, 2004)
v" Les enzymes microbiennes

La protéolyse et la lipolyse jouent un role important, mais d'autres réactions, en particulier
la dégradation des acides aminés, sont essentielles pour la production de constituants d'arome et
l'obtention de la saveur finale du produit. Au cours de la maturation, l'intervention des micro-
organismes se produit par l'action de leurs enzymes exo-cellulaires et intracellulaires. Ces
enzymes appartiennent a différentes catégories: les enzymes protéolytiques, les lipases, les
systemes enzymatiques actifs sur les acides aminés, les systémes actifs sur les acides gras, etc.
Ces enzymes contribuent, non seulement a l'hydrolyse des moyens et petits peptides, mais
¢galement a la formation de saveurs par la dégradation des acides aminés (Choisy et al., 2000;

Farkye, 2004)
2.5.Avancées et perspectives d’utilisation des coagulants végétaux en fromagerie.
La maturation du fromage est un processus lent et relativement cotliteux. En raison du cofit

¢levé de ce processus, le développement d'un procédé efficace permettant de réduire le temps

d’affinage, permettrait de réaliser des économies substantielles pour l'industrie fromagere.
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L’accélération de la maturation peut étre obtenue en augmentant l'activité de la présure dans le
caillé. Cependant, une étude a montré qu'une augmentation de la quantité de présure n’accélére
pas la maturation mais provoque plutot de l'amertume (Fox cité par Beermann et Hartung, 2012).
Ces auteurs ont suggéré de mélanger la présure avec un autre enzyme (extrait de Cryphonectria

parasitica) pour accélérer la maturation du fromage.

Comme vu précédemment, les approches pour accélérer 1’affinage du fromage passent par
l'accélération de la protéolyse qui est I'un des principaux événements biochimiques du processus
d’affinage (Faccia et al., 2012). Compte tenu de leur activité protéolytique élevée, les enzymes
végétales coagulent trés rapidement le lait, néanmoins, cette protéolyse est également source de

défauts de gott, de texture et de diminution de rendement.

Bien qu’ayant une protéolytique générale plus €levée, les enzymes extraites des fleurs de
chardons sont caractérisées par une activité coagulante semblable a la chymosine. Comme cela a
été démontré antérieurement, aucune différence substantielle entre les compositions des fromages
de lait de cheévre coagulés avec I’enzyme du chardon ou la chymosine, n’a été observée (Pino et
al., 2009; Tejada et al., 2008). De méme, aucune différence significative n’a été observée pour le
fromage de lait de brebis (Galan et al., 2008; Prados et al., 2007). Cependant, 1’activité
protéolytique du chardon a favorisé un développement plus rapide des caractéristiques
sensorielles et a permis de réduire de prés de moitié le temps d’affinage (Galan et al., 2008).
Selon Tejada et al. (2008), I’extrait de chardon peut étre utilisé dans la fabrication de fromage au

lait de chévre pour accélérer la maturation.

I11.  Hypotheése et objectifs

3.1.Hypothese

» L’extrait de chardon combiné a la présure diminue de maniére significative le temps
d’affinage des fromages au lait de chevre fermes et semi-fermes sans affecter leur texture

ni leur saveur.
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3.2.0bjectifs
v Comparer la composition et les propriétés sensorielles et texturales des fromages
coagulés par différents mélanges de présure et d’extrait de chardon au fromage

coagulé par la présure.

v Déterminer le ratio enzyme végétale et présure qui permet d’accélérer le temps de
maturation sans modifier les propriétés sensorielles des deux (2) types de

fromages.

IV. Méthodologie

4.1.Fabrication des fromages

Dix (10) lots de lait entier de chévre transformés en fromage ferme : (le persillé des
Aravis de type fermier) et de fromages semi-fermes (le batzos). Les laits seront coagulés, avec les
mémes mélanges de cyprosine et de présure commerciale suivant des rapports de 20 : 80; 30 :
70; 40 : 60 et 50 : 50. Pour chacune des deux répétitions, un (1) fromage témoin sera produit avec
100% de présure. La préparation de la présure se fera suivant les recommandations du fabriquant.
L’extrait de chardon sera préparé comme décrit par Sanjuan et al. (2002). Les fromages seront
réalisés suivant les diagrammes de fabrication présentés ci-dessous (Figures 3 et 4). Un ferment
natif composé de trois souches de Lactococcus lactis, préalablement isolé du fromage
traditionnel, sera utilisé pour la fabrication du batzos. Des échantillons seront prélevés apres 30,

60 et 90 jours de maturation, pour tous les fromages.
4.2.Analyses physico-chimiques

La composition des fromages sera déterminée en duplicata sur chaque échantillon apres 30,
60 et 90 jours. La teneur en solides totaux (ST) sera déterminée par séchage au four a 100 °C
sous vide pendant 5 h (AOAC, 2002). La teneur en humidité (H) sera calculée par différence 100-
ST=H. La méthode Kjeldahl (AOAC, 2005) sera utilisée pour déterminer l'azote total des
fromages. Un facteur de correction de 6,38 sera appliqué afin d'exprimer les résultats en
protéines. La teneur en chlorure de sodium sera évaluée a l'aide d'un analyseur de chlorure de

sodium. La teneur en lipides sera déterminée suivant la méthode 933.05 de ’AOAC (2005). Le
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pH, et les caractéristiques rhéologiques des fromages seront déterminés, respectivement, avec un

pH-metre et un texturometre.

Lait de chévre

|

Prétraitements : Pasteurisation (72C/10s) ; Ajout de
ferments lactiques (apres refroidissement)

!

Emprésurage (ajout du coagulant a 32°C)

]

Découpage (trés petits morceaux)/,
brassage, élimination du petit-lait)

]

Cuisson (43°C)
]

Pressage et moulage

!

Repos (24h/15-18°C)
|

Saumurage (12%)

!

Maturation

Figure 3: Diagramme de fabrication du Batzos fait de lait de chévre entier et pasteurisé

Adapté de Psoni et al. (2006) et Anifantakis (2008)

Le rendement fromager, en pourcentage, sera calculé au début de la maturation par la

formule :



Quantité fromage produit

Rendement fromager =
f g Quantité de lait utilisée

Lait cru entier

|

Ferments?

Bmnrdonraca o 2R 2000

!

Brassage/ 5 minutes, sans chauffage

!

Egouttage/24h
!

Repos (48h/15-20°C)
1]

Broyage
(émiettement a la
main)

!

Moulage
!

Egouttage (3jours/
15-20°C)

!

Affinage (en milieu
frais et humide)

Figure 4: Etapes de la fabrication du fromage “persillé des Aravis” fermier

Adapté de Zeller (2005)
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4.3 Evaluation sensorielle

L’¢évaluation sensorielle des fromages sera réalisée apres 60 et 90 jours de maturation.
Deux (2) tests (triangulaire et profil sensoriel) seront réalisés en vue de déterminer s’il existe des
différences entre les fromages coagulés par le mélange d’enzyme et le fromage témoin. La

préparation du jury se fera tel que décrit a la figure 5.

Constitution du panel < » Choix des produits

» APPRENTISSAGE «

\ 4
Recherche de termes descriptifs

REDUCTION

v
Liste des descripteurs

v
Choix de référence par descripteur

ENTRAINEMENT

v

Test de répétabilité

v

Utilisation des descripteur par le panel

Figure 5: Etapes de la formation du jury

Adapté de Deneulin et Pfister (2013)

4.4 Analyses statistiques

Les différents parametres étudiés seront soumis a une analyse statistique avec SAS/STAT,

afin d’évaluer les différences significatives.
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V. Conclusion

Les ¢études réalisées sur les coagulants végétaux montrent que ces enzymes ont
généralement une protéolyse trés élevée par rapport a la présure et provoquent des défauts de
texture, de saveur et induisent une diminution du rendement fromager. Toutefois, des travaux
réalisés sur I’extrait de chardon (cyprosine) ont montrés que ce dernier posséde des propriétés
similaires a la présure de veaux. Tout en étant un peu plus protéolytique que cette derniere, la
cyprosine conduit a la production de fromages de bonne qualité¢ et donne un bon rendement
fromager sans différence significative par rapport aux fromages coagulés avec de la présure. Ceci
est encore plus vrai pour les fromages réalisés avec du lait de chévre, dont la composition differe

de celle du lait de vache.

L’affinage du fromage est I’une des étapes les plus importantes en fromagerie. C’est aussi
un processus lent et coliteux. Plusieurs approches pour accélérer 1'affinage du fromage ont été
¢tudiées. Ces approches visent l'accélération de la protéolyse qui est le principal et le plus
complexe événement biochimique survenant dans le processus d’affinage. Des études ont montré
que la cyprosine, grace a son mode d’action semblable a celui de la présure et son activité
protéolytique un peu plus élevée que cette dernicre, peut €tre utilisée dans la fabrication de
fromage afin d’accélérer le processus de maturation. Combiné a la présure, ce coagulant pourrait
contribuer a diminuer de maniére significative le temps d’affinage des fromages sans affecter leur

texture ni leur saveur.
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Annexes

Annexe 1: Fraction protéique (g/100 g de protéine) du lait de cheévre et de vache

Adapté de Ceballos et al. (2009).

Lait de chévre Lait de vache
Caséine (Cn) 82.70 82.65
Ols;-Cn 18.92 30.80
Ols-Cn 8.52 7.50
B+ k-Cn 55.26 44.35
Protéines du petit-lait 17.30 17.35




Annexe 2: Acides gras (AG) composant les triglycérides du lait de chévre

Adapté de Zeller (2005).
AG: Triglycéride :
AG saturés a courte
chaine : H 0
C4 - butyrique | l
C6 - caproique 0 H— C— O—+4 C— AG
cs8 - caprylique I |
Cc10 - caprique AG— C—+4 O— C— H 0
Cc12 - laurique | I
AG _saturés a longue
chaine : AR
Cc14 - myristique |
C16 - palmitique H
Cc18 - stéarique
AG insatures : . glycérol.
C18-1 :oléique
C18-2 :linoléique
C18-3 :linolénique
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Annexe 3 : Composition en acide gras (g/100 g d’acide gras total) du lait de chévre et du

lait de vache. Adapté de Ceballos et al. (2009).

Lait de chévre

Lait de vache

C4:0 1.27 3.84
C6:0 3.28 2.28
C8:0 3.68 1.69
C10:0 11.07 3.36
Cl11:0 0.14 0.21
C12:0 4.45 3.83
Cl14:0 9.92 11.24
Cl4:1 0.14 0.49
C15:0 0.54 1.03
C15:1 0.06 0.08
C16:0 25.64 32.24
Cl6:1 0.99 1.53
C16:2 n-4 0.03 0.02
C17:0 0.35 0.18
C17:1 0.08 0.08
C18:0 9.92 11.06
C18:1 n-9, trans 0.37 1.63
C18:1 n-9, cis 23.80 21.72
C18:2n-6 2.72 2.41
CLA n-7, cis-9, trans-11 0.36 0.40
CLA n-6, trans-10, cis-12 0.07 0.05
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CLA n-7, cis-9, cis-11 0.02 -
CLA n-5, cis-11, trans-13 0.24 -
CLA total 0.68 0.45
C18:3n-3 0.53 0.25
C20:0 0.05 0.11
C20:1 n-9 0.03 0.03
C20:2n-6 0.11 0.04
C20:3n-6 - 0.02
C21:0 0.03 0.01
C22:0 0.08 0.12
C23:0 0.01 0.03
C24:0 0.01 0.02
C24:1n-9 0.02 -
Cl6-14 32.42 23.10




