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Résumé

Le lait camelin est connu pour sa richesse en éléments de base trées importants. Il est aussi
réputé pour ses allégations de santé. Toutefois, sa valorisation est encore assez limitée compte tenu de
ses aptitudes faibles a la coagulation.

Dans ce cadre et, pour lever cet handicap, nous nous sommes proposé d’étudier I’apport des
enzymes gastriques issues de dromadaires de différents ages (1, 3 et 9 ans).

Les analyses préliminaires sur le lait de dromadaire collecté a travers les régions de
Ghardaia, Ouargla et EI Oued ont montré que ce dernier possede une bonne valeur nutritionnelle avec
un pH moyen de 6.53 et une acidité égale a 17°D. Il est caractérisé par un taux de vitamine C élevé
(45mg/1) et un apport protéique appréciable de I’ordre de 33g/l (avec environ 27 g/l de caséines et 79/l
de protéines sériques). La détermination de sa composition minérale a mis en évidence sa richesse en
cuivre, en zinc et en fer. Le genre Pseudomonas constitue la flore psychrotrophe prédominante (37%)
dans le lait cru entreposé a 4 et 7°C pendant 4 jours.

Les extraits enzymatiques coagulants, isolés en utilisant le protocole de VALLES et FURET
(1977 avec un rendement de 75%, sont obtenus & 38°C et a 0,2M d’acide chlorhydrique. L’activité
coagulante de ECD9 (issu des caillettes de dromadaires le plus &gé) est la plus élevée (0,360). Cet
extrait possede en plus une activité protéolytique relativement faible. Les temps de floculation mesurés
ont permis de confirmer la bonne affinité des extraits existant pour le lait camelin et bovin.

Le suivi de la stabilité de I’extrait coagulant pendant 90 jours selon trois modes de
conservation (réfrigération, congélation et lyophilisation) a montré que I’activité coagulante est mieux
préservée dans les échantillons congelés (96% d’activité conservée), contre 55,3 % (extrait lyophilisé)
et 18 % (extrait réfrigéré). Le comportement de ces extraits en électrophorése PAGE-SDS avec ou
sans -mercaptoéthanol a montré qu’il ya une différence assez nette entre les profils provenant des
deux origines (jeune et agé).

Enfin, un fromage camelin de coagulation mixte en utilisant I’extrait enzymatique issu de
dromadaire agé a été fabriqué avec un rendement jugé satisfaisant (17%, contre 20% pour le lait
bovin). L’évaluation sensorielle a permis aux dégustateurs sélectionnés d’attribuer au fromage élaboré
une appréciation favorable. Cette appréciation organoleptique a été renforcée par une analyse
instrumentale (analyse du profil de texture ou TPA) qui a montré que le caillé camelin différe du
caillé bovin pour tous les paramétres mesurés (dureté, élasticité, cohésion et adhésivité). De plus,
I’examen de la microstructure de ces fromages par microscopie électronique a balayage (MEB) a
montré clairement que le réseau du caillé bovin est caractérisé par un espace plus ouvert, alors que le

caillé camelin a une structure compacte et uniforme.

Mots clés : Lait, bovin, camelin, analyses physico-chimiques, psychrotrophes, conservation, fromage,

activité coagulante, protéines, protéases.



Abstract

Camel milk is known for its wealth of very important basic elements. It is also famous for its
allegations of health. However, its valorization is still very limited because of its weak aptitude for
coagulation.

In this framework and, to raise this handicap, we proposed to study the contribution of the
gastric enzymes resulting from dromedaries of various ages (1, 3 and 9 years).

The preliminary analyzes of the camel milk collected through the areas of Ghardaia, Ouargla
and El Oued showed that this milk has a good nutritional value with an average pH of 6.53 and
acidity equal to 17°D. It is characterized by a high rate of vitamin C (45mg/l) and an appreciable
proteinic contribution about 33g/l (with approximately 27 g/l of caseins and 7g/l of serum protein).
The determination of its mineral composition highlighted its high content in copper, zinc and iron.
The genus Pseudomonas is the predominant psychrotrophic flora (37%) in raw milk stored at 4 and 7 °©
C for 4 days.

The clotting enzyme extracts were isolated using the protocol of VALLES and FURET
(1977) with a yield of 75%, obtained at 38 ° C and 0.2 M hydrochloric acid. The clotting activity of
ECD9 (resulting from stomachs of oldest dromedaries) is the highest one (0,360). In additional this
extract has relatively low proteolytic activity. Measured flocculation times have confirmed the high
affinity of these extracts for camel and bovine milk.

The follow-up of the stability of the extract coagulant during 90 days according to three
modes of conservation (refrigeration, freezing and lyophilization) showed that the clotting activity is
preserved better in the frozen samples (96% of activity is preserved), against 55, 3% (freeze-dried
extract) and 18% (cooled extract).). The behavior of these extracts in SDS-PAGE electrophoresis with
or without B-mercaptoethanol showed that there's a rather clear difference between the profiles from
the two origins (young and old).

Finally, a camel cheese with mixed coagulation using clotting enzyme extracted from the old
camel was manufactured with a satisfactory yield (17% against 20% for bovine milk). Sensory
evaluation has allowed to the tasters selected to assign the cheese made a favorable assessment. . The
organoleptic evaluation was reinforced by instrumental analysis (texture profile analysis, TPA), which
showed that the camel curd differs from bovine curd for all measured parameters (hardness, elasticity,
cohesion and adhesion). Furthermore, the examination of the microstructure of these cheeses by
scanning electronic microscopy (SEM) showed clearly that the network of bovine curd is characterized

by a more open space, whereas the camel curd has a compact and uniform structure.

Key words : Milk, bovine, cameline, physicochemical analyzes, psychrotrophes, conservation,

cheese, clotting activity, proteins, proteases.
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INTRODUCTION

1. Introduction générale

Le dromadaire (Camelus dromedarius) est une composante importante de
I’écosysteme désertique. 1l possede une tolérance exceptionnelle aux conditions hostiles des
régions arides et désertiques comme les températures élevées, les radiations solaires, le
manque d’eau, les terrains sablonneux et souvent la qualité médiocre de la végétation.

Dans de telles conditions, cette espece peut produire un lait particulierement riche et
équilibré en nutriments de base (lipides, protides et glucides), en éléments minéraux et en
vitamines.

Ce lait, qui est resté longtemps inexploré, a fait I’objet ces derniéres décennies de
travaux qui ont permis de mettre en évidence des activités biologiques variées dues a la nature
des protéines et peptides présents. Comme il a été testé efficacement comme anti-hypertensif
et régulateur de la survenue du diabete et du cancer. Il a en outre été recommandé pour des
enfants allergiques au lait bovin.

A I’inverse de ce dernier et des laits d’autres espéces (caprines et ovines, notamment)
le lait de dromadaire est connu pour presenter des aptitudes limitées aux transformations
technologiques en produits dérivés, particulierement dans le cas des fabrications du beurre et
du fromage. Cette caractéristique est considérée comme un facteur limitant de son utilisation
technologique malgré une production quantitative et qualitative qui a donné lieu dans certains
pays d’Afrique (Mauritanie), du Golf (Emirats Arabes Unis) et tres recemment en Algérie
(Ghardara), a la création de laiteries a base de lait de chamelle.

Pour lever cette contrainte, plusieurs travaux ont été menés ces derniéres décennies par
de nombreuses équipes de par le monde pour comprendre les particularités structurales et
physico-chimiques de ce lait afin d’apporter des correctifs appropriées.

Ces tentatives ont montré que les difficultés rencontrées seraient notamment en
relation avec la nature et la composition des micelles qui se traduisent par une affinité limitée
pour la présure (RAMET, 1993).

Dans ce cadre, la phase de coagulation a été particulierement explorée en testant
différents types d’enzymes (présure, pepsine, enzymes microbiennes ...etc.). Si la coagulation
avec la présure n’a pas été concluante (BAYOUMI, 1990 ; MEHAIA, 1993 ; RAMET, 1997),
les essais préliminaires réalisés avec la pepsine bovine ou avec les enzymes gastriques de
dromadaire ont donné les résultats les plus probants (WANGOH et al, 1993 ; RAMET, 1994;
GORBAN et 1ZZELDIN, 1997 ; SI BOUKEUR et al, 2005).

v
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Ces premiers résultats encourageants augurent de perspectives intéressantes pour la
transformation du lait camelin, surtout que la politique incitative développée par notre
ministére de I’agriculture ces derniers temps, vise a augmenter les productions en laits ovin,
caprin et camelin, pour que ces dernieres puissent concourir a réduire un tant soit peu les
besoins en lait, qui sont évalués autour de 3 milliard de litre par an. De plus, la production non
négligeable en lait camelin dans notre pays et la possibilité d’injecter une partie de cette
production pour la fabrication de produit dérivés donne un cachet particulier a ces
investigations scientifiques qui peuvent avoir des retombées économiques a court et a moyen
terme.

C’est précisément dans ce volet de préoccupation que s’inscrit I’objet de notre présent
travail dont les objectifs scientifiques attendus concernent la connaissance approfondie des
particularités de ce lait, le choix, la nature et les conditions optimales d’obtention de ces
agents biologiques a utiliser pour coaguler le lait et enfin la maitrise des conditions du milieu

pour garantir a chaque fois les meilleurs activités enzymatiques requises.
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1. Synthese bibliographique
1.1. Apercu sur le dromadaire

Le chameau appartient a la famille des camélidés, représentée par le dromadaire ou
Camelus dromedarius (ayant une seule bosse) et par le chameau a deux bosses Camelus
bactrianus (HENRI, 1987).

Le chameau est synonyme du nomadisme en milieu désertique. En effet, sur ces
vastes territoires arides, il procure du lait, de la viande et de la laine. De plus, c’est le moyen
de transport des biens et des personnes le mieux adapté pour ces parcours sablonneux et par
moment escarpés, sous des conditions climatiques les plus défavorables.

Cet animal se rencontre principalement en Afrique et en Asie. Le cheptel mondial est
estimé a 20 millions de tétes dont 18 millions de Camelus dromedarius et 2 millions de
Camelus bactrianus.

Les élevages sont la plupart du temps de type extensif traditionnel, mais 1’¢élevage
intensif est pratiqué aussi dans certaines régions du monde, notamment dans le golf persique.

La durée de lactation varie entre 9 et 18 mois et le rendement en lait entre 600 et 3600 kg.

1.2. Particularités anatomiques et physiologiques
1.2.1 Disposition de I’estomac

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

Selon (YAGIL, 1985 ; TITAOUINE, 2006), le rumen est la partie qui débouche sur
I’cesophage et correspond a un réservoir large ayant une capacité de 100 a 130 litres. Le
réticulum, en forme de poire, est partiellement séparé du premier compartiment, car il n’y a
pas de sphincter. Sa muqueuse interne présente une structure alvéolaire. L’omasum est un
organe tubulaire long et cylindrique qui ne se distingue pas, vu de I’extérieur, de I’abomasum.
I1 est visible de I’intérieur par une séparation marquée par la cessation des plis. C’est I’organe
qui contient les glandes tubulaires sécrétrices. L’abomasum (appelé aussi caillette) est la
dilatation de I’omasum et constitue 1/5 du volume de ce dernier. Cette partie est plus petite
par apport aux autres ruminants. Elle est tapissée d’une muqueuse épaisse et forme de gros

plis. La caillette correspond a I’estomac proprement dit chez les ruminants. C’est le seul
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secteur possédant des glandes digestives. Sa muqueuse est sécrétrice, elle est garnie de

nombreux replis qui se disposent a la maniere de valvules s’opposant au reflux des aliments

Ruminants

Omas \-v_///"—
LB RN ] ’;?\

AI'UW

Reticulum

Dudenuym

Rumen

Abomasum
Camélidés
Swy

Tumen

//Sm.'s slandulaires

Figure 1: Anatomie de ’appareil digestif d’un ruminant et d’un camélidé

(FAYE, 1997).

1.2.2. Adaptations physiologiques

Les études comparatives menées sur le régne animal ont montré que l'espece
cameline, bien que classée parmi les ruminants, présente certaines analogies avec les équidés
et les porcins. Cette espece se caractérise par des particularités anatomiques et fonctionnelles
qui expliquent son adaptation particuliére au milieu désertique.

Grasse a sa bosse qui est un amas de graisse, le dromadaire se refroidit mieux, transforme
cette maticre grasse en eau selon les besoins et connait des variations importantes de sa
température interne de I’ordre de 8°C (34-42°C) selon les conditions du milieu (RAMET,
1993 ; FAYE, 1997).

Le dromadaire est aussi connu pour sa remarquable qualit¢ d’adaptation a la
sécheresse, nécessitant un abreuvement de plusieurs mois en saison fraiche et un autre
hebdomadaire en saison séche. Cet animal est I’un des rares mammiféres capable de perdre
un tiers de son poids en eau sans mettre sa vie en danger et peut récupérer son poids initial
aussi rapidement apres abreuvement. Dans ces dispositions particulieres, les estomacs
constituent le plus important réservoir hydrique de I’organisme.

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

- la glycémie est proche de celle des monogastriques (environ 1g/L) d’ou un
métabolisme ¢énergétique particulier (CHANDRASENA et al, 1979) caractérisé par une
néoglucogenese active (rénale et hépatique) et une faible cétogenése ;

- le recyclage tres actif de I'urée qui rejoint le tube digestif via la salive ou
I’épithélium du rumen (KAY ET MALOIY, 1989). Ces caractéristiques signent 1’adaptation
de I’animal a des situations transitoires de sous alimentation énergique ou azotée.

Concernant la physiologie digestive, le dromadaire présente une meilleure
capacité a digérer les fourrages pauvres que les ruminants domestiques (KAYOULI et al,

1991).

L.3. Importance économique
1.3.1. Effectif du cheptel

La population mondiale de chameaux est estimée a 20 millions, selon les
statistiques (ANONYME-1, 2009). La population cameline recensée en Algérie est de
245 000 tétes (ANONYME 2, 20006), réparties dans les régions steppiques (75%) et dans le
Sahara (25%), (BEN AISSA, 1989). Cette population est élevée surtout en mode semi
nomade (ADAMOU, 2008).

Le dromadaire est une composante importante de 1’écosystéme désertique. Il posséde
une tolérance exceptionnelle aux conditions hostiles des régions arides et désertiques comme
les températures élevées, les radiations solaires, le manque d’eau, les terrains sableux et
souvent la qualit¢ médiocre de la végétation. Dans de telles conditions, cette espece peut
produire du lait et de la viande a partir d’une végétation peu ou pas utilisable par d’autres
especes domestiques, donc a des cofits relativement faibles (HAMMADI, 2003).

1.3.2 Production laitiére

Dans des conditions drastiques, la chamelle a la possibilité a produire plus de lait que
toutes les autres especes et pendant des temps plus longs .Chaque chamelle produit entre 1000
et 2000 L de lait par période de lactation de 8 a 18 mois (ANONYME-2, 2006). La moyenne
quotidienne de production laitiére se situe entre 3 et 10 kilogrammes, au cours d'une période
de lactation de 12 a 18 mois (FAYE, 2003). L’estimation de la production varie d’une région
a une autre. En Afrique, elle oscille entre 1000 et 2700 litres par lactation.

En Asie, on reléve des valeurs plus extrémes, allant de 650 a plus de 12 000 litres/

lactation. Dans des conditions intensives d’alimentation, il n’est pas rare d’obtenir des
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moyennes de production comprises entre 3000 et 8000 Kg de lait et des valeurs quotidiennes
de I’ordre de 20 litres (CHEHMA, 2004).

Durant la période allant de 2000 a 2005, la production du lait camelin dans notre
pays occupe 0,5% de la production laitiére totale (estimée a 1.583.583 tonnes) (ANONYME
3, 2006).

1.4. Composition du lait

Le lait de dromadaire est un liquide blanc opaque, de goit sucré ou salé selon le type
d’alimentation et la disponibilité en eau (FARAH, 1993). Le pH moyen se situe autour de 6,5
alors que la densité moyenne est de 1,029. La composition chimique du lait camelin, en
relation avec sa valeur nutritionnelle, a fait 1’objet de plusieurs rapports (Tableau I). Les
teneurs indiquées sont relativement similaires a celles du lait de référence en ce qui concerne
les protéines, les lipides, le lactose, 1’azote non protéique et les cendres.

En cas de déshydratation, la teneur en eau du lait de chamelle augmente (passant de
86 a 91 %), ce qui constitue une adaptation naturelle au milieu afin d’assurer en priorité les

besoins des jeunes chamelons (YAGIL et ETZION, 1980).

Tableau I : Indications sur la variation de la composition chimique
du lait camelin (g/kg); valeurs rapportées par différents auteurs
pour le méme parametre mesuré.

Extrait sec | Matiére Matiéres Cendres Références
total grasse azotées totales
144 55 34 9 KNOESS, (1977
98 32 42 6 DESAL et al, (1982)
119 36 44 8 SAWAYA etal, (1984)
130 33 56 8 GNAN et SHERIHA, (1986)
134 32 48 7 ABDEL-RAHIM, (1987)
113 33 47 9 ABU-LEHIA, (1987)
110 35 39 8 HASSAN et al, (1987)
142 38 55 8 ABU-LEHIA, (1989)
122 32 52 8 FARAH et RUEGG, (1989)
119 32 45 8 MEHAIA et AL-KANHAL, (1989)
134 36 55 8 BAYOUMLI, (1990)
109,5 31,5 28,1 8,3 ELAMIN et WILCOX, (1992)
113,5 32,2 29,1 7,9 MEHAIA et al, (1995)
128 34,5 31,5 9,5 ATTIA et al., (2000 a)
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1.4.1. Glucides
Comme dans le lait bovin, le lactose est le glucide majoritaire présent dans le lait
camelin. Sa teneur (valeur maximale = 56 g/kg) varie 1égerement avec la période de lactation
(HASSAN et al, 1987; FARAH, 1993).
1.4.2. Lipides
Comme dans le lait des autres espeéces de mammiferes, la fraction lipidique du lait
camelin est constituée essentiellement de triglycérides, qui représentent 97 a 98 % de la
maticre grasse totale. La composition (Tableau II) fait ressortir une faible teneur en acides
gras a chaine courte et moyenne (de C4 a C12), et une teneur relativement ¢élevée en C14 : 0,
Cl16 : 1, C18 : 0 et C18 : 1. Ces résultats confortent la bonne digestibilité de cette matiere
grasse, critére relativement important sur le plan nutritionnel (GNAN et SHERIHA, 1986 ;
FARAH et RUEGG, 1989; GORBAN et IZZELDIN, 2001).
Tableau II : Composition moyenne en acides gras des laits de chamelle

et de vache (ATTIA et al, 2000a).

Nature des Teneur (g/Kg)

acide Gras Lait camelin Lait bovin
C4:0 0,60 2,60
C6:0 0,22 1,65
C8:0 0,21 1,12
C10:0 0,25 2,75
Cl12:0 1,19 3,89
Cl4:0 13,11 13,05
Cl4:1 0,70 1,70
Cl15:0 0,10 1,50
Cl6:0 31,45 38,59
Cl6:1 11,62 2,30
C18:0 16,12 8,65
Cl18:1 20,70 20,52
C18:2 1,91 1,92
Cl18:3 1,33 1,34
C20:0 0,49 049
C4-C12 2,47 12,01
Ins./sat. 0,57 0,34

La microstructure, la composition et les propriétés cristallographiques et thermiques
de cette maticre grasse ont été ¢tudi¢es par KARRAY-LAADHAR, (2006).
Des travaux ont mis en évidence une résistance physique appréciable des globules

gras du lait camelin qu’ils attribuent a une teneur plus €élevée en phospholipides. Ces derniers,
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qui se présentent a la surface des globules gras, constituent de bons agents émulsifiants et
permettent, avec 1’épaisseur de la membrane globulaire, de conférer au lait camelin une
meilleure stabilité physique. Cette propriét¢ qui s’ajoute au faible diametre des globules
seraient a I’origine de 1’écrémage difficile du lait camelin (ATTIA et al, 2000 a).

1.4.3. Minéraux

Le lait de dromadaire constitue une bonne source d’apport en minéraux (macro et
oligoéléments) pour le chamelon et le consommateur humain (BENGOUMI et al, 1994).
FARAH (1996), a rapporté¢ que la variation de la composition minérale du lait camelin
(Tableau III) est influencée par la saison, 1’état sanitaire de la mamelle et le stade de lactation.

D’apres AL-AWADI et STRIKUMAR, (2001), le lait de chamelle est plus concentré
en manganese et en fer comparé au lait de vache. Le lait de femme est plus concentré en
cuivre que le lait de chamelle et de vache (Tableau IV). Les concentrations en sélénium sont

comparables pour les trois laits.

Tableau III: Composition moyenne en principaux minéraux du lait de dromadaire (g/1).

Sodium Potassium Calcium | Magnésium | Phosphore | Fer (Fe) Références
(Na) K) (Ca) (Mg) (P) mg/l

0,59 1,73 1,15 0,14 0,84 - ABU-LEHIA, (1987)

0,36 0,6 1,32 0,16 0,58 - GNAN et SHERIHA, (1986)

0,36 0,62 1,16 0,08 0,71 - HASSAN et al, (1987)

0,69 1,56 1,06 0,12 0,63 - MEHATIA et AL-KANHAL,
(1989)

0,39 1,61 0,76 0,04 0,49 - MOHAMED (1990)

0,43 0,72 0,30 0,045 - - EL-AMIN et WILCOX
(1992)

0,90 2,11 0,78 0,11 1,46 3,41 BENGOUMI et al, (1994)

0,66 1,72 1,23 0,09 1,02 - ATTIA et al, (2000 b)

[0,35-0,6] [1,351,55] [1,01,40] [0,1-0,15] [0,75-1,10] - ALAIS (1984)

[ ]: Valeur moyenne pour le lait de vache.
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Tableau IV : Teneurs en certains ions métalliques dans les laits humain, bovin
et camelin; comparaison avec la teneur de la ration infantile

(AL-AWADI et STRIKUMAR, 2001).

Origine Zinc (mg/l) | Cuivre (mg/l) | Manganése Sélénium | Fer (mg/l)
(ng/) (ng/)
Lait camelin 49+0,5 0,36 = 0,02 79,6 7,4 139+24 3,16 = 0,03
Lait bovin 6,2+0,3 0,27 + 0,04 27,8 £5,2 12,6 £3,6 0,29 +£0,02
Lait humain 29+04 0,6 £0,1 44+04 143+21 0,26 £ 0,05
Ration infantile 5,7+0,3 0,53 +0,03 36,9 +04 14,1 +3,6 0,71 +0,1
1.4.4. Vitamines

Le lait de chamelle contient moins de vitamines A (retinol), E (tocophérol),
B1(thiamine), B2 (riboflavine), B5 (acides pantothénique) et B9 (acide folique) que le lait de
vache (SAWAYA et al, 1984 ; FARAH et al, 1992 ; MEHAIA, 1994). 11 se distingue par sa
richesse en vitamine C (acide ascorbique) dont la concentration (37,4 mg/l) est supérieure a
celle trouvée dans le lait bovin et humain (FARAH et al, 1992). Cette richesse en vitamine C
est de nature a compenser la raret¢ des fruits et légumes dans les zones arides. Elle
expliquerait également 1’utilisation du lait de dromadaire comme « médicament » dans
certains pays asiatiques pour stimuler les fonctions du foie et lutter contre la fatigue générale
(SHARMANOV et al, 1978; FARAH et al, 1992). A I’instar du lait bovin et humain, le lait
de chamelle contient peu de vitamine B12 (cyanocobalamine) et le taux en vitamine A est

variable en fonction du régime alimentaire.

1.4.5. Fraction azotée et protéines

La premic¢re azotée protéique représente 89,9% de 1’azote total du lait de chamelle
(contre 94,3% pour le lait bovin). La fraction azotée non protéique, qui représente 10,1%, est
nettement plus élevée que celle du lait de référence dont la teneur se situe autour de 5,7%
(MEHAIA et ALKANHAL, 1992 ; FARAH, 1993 et 1996), (Tableau V). Cette derniere
fraction est caractérisée par une haute valeur biologique qui est due a sa richesse en acides
aminés libres, en nucléotides et certains précurseurs de vitamines ainsi que des peptides, de
I’acide urique, urée, créatine, créatinine,...etc (MEHAIA et ALKANHAL, 1992 ; MEHAIA
etal, 1995).
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Tableau V: teneurs comparatives des fractions azotées (mg/100ml) des laits camelin,

caprin et bovin (MEHAIA et ALKANHAL, 1992).

Formes d’azotes Lait de chamelle Lait de chévre Lait de vache
Azote total (NT) 485 475 540
Azote protéique (NP) 436 438 509
Azote non protéique (NPN) 49 37 31
NPN /NT % 10,1 7.8 5,7

Les acides aminés libres les plus abondants sont: I’acide glutamique, ’alanine, la
phosphosérine, la glutamine et la phénylalanine (TAHA et KIELWEIN, 1990 et MEHAIA et
ALKANHAL, 1992). La présence de taurine (dérivé de la cystine), qui se trouve a une teneur
assez considérable dans le lait camelin, est intéressante a relever de part le role physiologique
qui lui est connu dans les fonctions cardiaques et musculaires (MEHAIA et ALKANHAL,
1992).

La composante protéique du lait bovin est constituée principalement par deux
groupes de protéines: les caséines majoritaires (environ 80% de la fraction protéique du lait)
qui sont présentes a 1’état colloidal et les protéines solubles (20%), qui se retrouvent dans le
lactosérum. Les caséines correspondent a la fraction protéique précipitant a pH 4,6 et a 37°C
tandis que dans ces conditions les protéines solubles demeurent en solution.

Tenant compte de 1’importance de cette fraction et ses implications dans le théme
que nous nous proposons de traiter, nous les aborderons dans ce qui suit de facon plus
détaillée.

1.4.5.1. Protéines solubles

La distribution qualitative et quantitative des protéines solubles différe d’une espece
animale a une autre. Celle retrouvée dans le lait de dromadaire se singularise par I’absence en
son sein de la protéine sérique majeure du lait bovin a savoir la B-lactoglobuline, qui est aussi
absente dans le lait humain. D’autres protéines seraient spécifiques seulement au lait camelin
et sont absentes dans les autres laits. C’est le cas de la protéine acide ou whey acidic protein
(WAP), du peptidoglycan recognition protein (PGRP) de la protéine basique ou whey basic
protein (WBP) (BEG et al, 1986b; KAPPELER et al, 2003; OCHIRKHUYAG et al, 1998).

Les principales protéines solubles du lait camelin sont 1’a-lactalbumine, le sérum

albumine, la lactophorine A (protéose-peptone-3 ou PP3), les immunoglobulines et la

=



Chapitre | Synthese Bibliographique

lactoperoxidase (Tableau VI). L’a-lactalbumine est la protéine soluble majeure du lait des
camélidés (BEG et al, 1985; CANTISANI et al, 1990), des rongeurs (VILOTTE et
SOULIER, 1992) et de I’homme (BRIGNON et al, 1985). Alors que chez les ruminants
domestiques (bovins, ovins, caprins), c’est la B-lactoglobuline qui constitue la principale
protéine du lactosérum du lait.

Le lait contient également un certain nombre de protéines présentant des propriétés
biologiques variées (enzymes, régulateurs de la prise alimentaire, molécules bio-actives
...etc).

La conservation relativement aisée du lait de chamelle et ses propriétés médicinales
qu’évoquent souvent les nomades, ont conduit certains scientifiques a chercher a établir ses
bienfaits sur la santé. Ainsi, on a pu mettre en €vidence 1’effet antimicrobien de plusieurs
molécules contenues naturellement dans ce lait dont notamment :

- le lysozyme inhibant la croissance de certains germes pathogénes (BARBOUR et al,

1984 ; DUHAIMAN, 1988);

- la lactoferrine, la lactoperoxydase et les immunoglobulines G et A présentant une

activité protectrice importante vis-a-vis de nombreux micro-organismes et virus (EL-

AGAMY et al, 1992);

- la présence d’une protéine similaire a 1’insuline (Beg et al., 1986a), qui pourrait

expliquer ’utilisation du lait de chamelle par les bédouins pour traiter le diabéete;

- I’absence de la B-lactoglobuline (OCHIRKHUYAG et al, 1998) considérée comme

un composant allergéne du lait bovin. Cette propriété fait du lait camelin une

alternative potentielle au lait de vache pour les enfants allergiques (RESTANI et al,

1999) et pour les formules infantiles eu regard de son analogie avec le lait humain.
1.4.5.2. Caséines

Les caséines, qui précipitent a leur pH isoélectrique (4,6 pour le lait bovin et 4,2 et
4,3 respectivement pour le lait caprin et camelin), (THOMPSON et al, 1965), sont constituées
de 4 protéines différentes : (asl, as2, B et k) dont les deux premiéres sont particulierement
sensibles au calcium (calcium sensitive caseins) en raison de leur précipitation a la
concentration calcique normale du lait (30 mM), indifféremment de la température.

Ces caséines ont tendance a s’associer en particules sphériques ou micelles, de taille
variable et fortement hydratées et minéralisées. L’assemblage et la cohésion de cette structure

micellaire sont assurés par des liens phospho-calciques (HAMBRAEUS, 1982).
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A la différence des protéines solubles qui ont une structure globulaire compacte et
résistante a 1’attaque protéolytique, les caséines présentent une structure lache et peu ordonnée
qui les rend accessibles aux enzymes protéolytiques (SCHMIDT, 1982).

Plusieurs travaux ont été réalisés pour la séparation et la caractérisation des caséines
camelines, notamment par chromatographie et ¢lectrophorése (FARAH et FARAH-
RIENSEN, 1985; LARSON-RAZNIKIEWIEZ et MOHAMED, 1986; MOHAMED, 1990;
OCHIRKHUYAG et al, 1997 ; KAPPELER et al, 1998). Les séquences nucléotidiques des
ADN complémentaires qui codent pour les quatre caséines camelines ont été déterminées par
KAPPELER et al, (1998).

En comparant les caséines bovine et camelines, KAPPELER et al, (1998) déduisent
que les dernieéres sont moins phosphorylées et moins riches en phosphate de calcium
micellaire.

Tableau VI : Concentration moyenne des protéines du lait de différentes

Espéces en (mg/l) (KAPPELER et al, 2003).

Protéine Chamelle | Vache Femme Fonction principale
as1-Caséine 5000 12000 Trace Nutritive (acides aminés, Ca, P)
as2-Caséine 2200 3000 Trace Nutritive (acides aminés, Ca, P)
B-Caséine 15000 10000 4670 Nutritive (acides aminés, Ca, P)
k-Caséine 800 3500 Trace Coagulation de la micelle de
caséines

a-Lactalbumine 3500 1260 3400 Synthése du lactose

B-Lactoglobuline - 3500 - Liaison et transport des acides gras
et du rétinol

Whey acidic protein | 157 - - Régulation dans la croissance

(WAP) ¢pithéliale ; similaire au WDNM

Lactophorin (PP3) 950 300 - Inhibition de la lipolyse

Lactoferrine 95 11 140 |1 565 |1 Anti-inflammatoire, nutritive,
fixation du fer

Lactoperoxydase - 30 6] Anti-inflammatoire, activité
bactéricide

Peptidoglycan 107 1 - - Anti-inflammatoire

recognition  protein

(PGRP)

Lysozyme C - ~100 |1 | 274 Activité bactéricide, N-
acetylmuramidase

| indique une variation de concentration de la période colostrale et au cours de la lactation.
1 indique une augmentation de concentration au cours des mammites.

-
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1.4.5.2.1. Caséine aS1

C’est la protéine la plus abondante du lait. Dans le lait de chamelle, elle représente
22 % des caséines totales et contient 215 acides aminés pour une masse moléculaire de 25,773
kDa et un point isoélectrique de 4,4 (KAPPELER et al, 1998).

1.4.5.2.2. La caséine aS2

L’aS2 cameline est composée de 178 acides aminés pour une MM de 21 266 Da. Son
point iso¢lectrique est de 4,58. Cette caséine présente des délétions au niveau de sa structure
primaire au niveau d’une région de 1’hélice a entre Glu49 et Asn89. Cette délétion entraine la
perte des sérines phosphorylées successives (Ser56, Ser57, et Ser58) qui sont impliquées dans
la structure primaire de la caséine as2 bovine. Ce qui n’est pas sans conséquences dans
I’assemblage de la micelle, dans sa stabilité et dans ses propriétés nutritionnelles (FERRANTI
et al, 1995).

1.4.5.2.3. La caséine p

La caséine  cameline est composée de 217 acides aminés pour une MM de 24 651
Da. Son pHi se situe a 4,76. Dans cette protéine, les sites de phosphorylation y sont présents
en 4 positions (Ser 15, 17, 18, et 19) (KAPPELER et al, 1998).

1.4.5.2.4. La caséine

Bien que non majoritaire dans la micelle (3,3 g/l de lait) (RIBADEAU-DUMAS et
GRAPPIN, 1989), elle est une des protéines laitieres les plus étudiées, car elle joue un role
fondamental dans le phénomene de stabilisation/déstabilisation de la micelle, particuliérement
en faisant I’objet d’une coupure spécifique par la chymosine, dont le coagulum formé est
nécessaire pour la fabrication de fromage a pate pressée.

La caséine x cameline est composée d’une séquence de 162 acides aminés. Sa masse
moléculaire est de 18 254 Da et son point isoélectrique se situe a pH 4,11. Les sites de
phosphorylation y sont présents en 2 positions (Ser 141 Ser 159).

KAPPELER et al. (1998) considérent que la caséine k représente le constituant
déterminant de la croissance des submicelles déterminant ainsi la taille de la micelle. Elle
serait également « le facteur stabilisant » de celle-ci grace a ses groupements C-terminaux
hydrophiliques responsables des forces répulsives stériques (WALSTRA, 1990) qui
s’opposent a la floculation des micelles. Les formes glycosylées qui sont prédominante dans
le lait camelin peuvent favoriser fortement les deux caractéristiques de la caséine « citées ci-
dessus grace notamment aux répulsions stériques des groupements acides sialiques chargés et

a I’hydrophobicité élevée (KAPPELER et al, 1998).
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1.4.5.3. La micelle de caséine

La micelle de caséines permet, par un regroupement adéquat, de maintenir en
solution des protéines non globulaires et de fixer en son sein une quantité importante de
phosphate de calcium et magnésium colloidal.

Pour comprendre comment ces protéines arrivent a s’organiser dans le lait et
permettre les différentes transformations connues en produits dérivés du lait, trois modeles ont
été proposés jusque-la :

- anoyau enveloppé de WAUGH ET AL (1970) ;

- a structure interne uniforme décrit par GARNIER et RIBADEAU-DUMAS

(1970) ;

- en submicelles de SHMIDT (1980), (figure 2). Ce dernier, qui repose sur
I’existence de submicelles de caséines, qui s’associent par pontage phosphocalcique, reste
I’un des plus admis, car il est conforté par les essais de comportements des protéines dans
divers conditions (action enzymatique de la chymosine immobilisée, fixation de la B-
lactoglobuline en surface induite par des traitements thermiques excessifs, action des
détergents ...etc) (HOLT, 1992). Néanmoins, I’observation, par balayage aux rayons X, pour
la premiére fois de la structure des micelles de cas€ines sur un domaine étendu d’échelles de
longueurs allant de 2 nm a 1000 nm et 1’analyse des courbes de diffusion qui en découlent
n’ont pas confirmé la présence de ces structures "submicellaires" (PIGNON et al, 2004,
MARCHIN et al, 2007).

Globalement dans ces représentations, la caséine k est présente de fagon prononcée
en surface de la micelle, notamment avec son pdle fortement hydrophile et est de ce fait

accessible a ’enzyme coagulante.
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Figure 2 : Représentation de la micelle de caséine bovine selon le modéle de

SCHMIDT (1980).

En ce qui concerne I’organisation structurale de la micelle de caséines cameline, les
rares travaux publiés sur ce sujet ont concerné exclusivement I’aspect et la taille visualisée par
microscopie électronique. Elle est de forme sphérique, de taille variable (25 a 400 nm selon
GOUDA et al. (1984) et est composée d’un certain nombre de submicelles (FARAH et
BACHMANN, 1987).

KHEROUATOU (2004) a mentionné que la micelle du lait de dromadaire différent
de son homologue du lait de référence sur plusieurs aspects :

- un diameétre micellaire plus important (0,4-0,5 pm contre 0,13-0,16 pm) ;
- une distribution de taille plus large (0,6 um contre 0, 3 um) ;
- une minéralisation plus élevée (11,4 contre 7,2 g/100g de poids sec) ;
- un taux de caséines totales plus faible (20,60 g/kg contre en moyenne 28 g/kg).
1.5. Aptitudes technologiques du lait camelin.
1.5.1. Coagulation du lait.

La coagulation du lait est une étape importante de la préparation du fromage. Il s’agit
de la transformation du lait liquide en un gel, appelé aussi coagulum ou caillé qui, aprés un
certain nombre de transformations, deviendra un fromage. Le processus de la coagulation est
provoqué par I’action d’un coagulant (riche en chymosine), ajouté a un taux bien défini au lait

de fabrication, sous des conditions de température et pH controlées.
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Tel que décrit sur le lait bovin, le phénomeéne de coagulation du lait se produit en
deux étapes :

- une phase primaire, enzymatique au cours de laquelle la présure hydrolyse la caséine «
au niveau de la liaison peptidique Phel05-Met106. Cette action divise la molécule de la
caséine k en deux fragments peptidiques ; le caséinomacropeptide (CMP) ou s’il est fortement
glycosylé est dénommé glycomacropeptide (GMP) et la para caséine k. Cette hydrolyse
entraine une réduction de la charge négative et des répulsions stériques de telle sorte que les
micelles de caséine deviennent susceptibles a I’agrégation (LUCEY, 2002).

-Une phase secondaire, agrégation, durant laquelle la libération du macropeptide de la
caséine k sous l’action de la protéase employée entraine la réduction des répulsions
¢lectrostatiques entre les micelles de caséine hydrolysées. L’élimination de ces macropeptides
entraine également une réduction du diameétre hydrodynamique (d’environ 5 nm) et une perte
de la stabilité stérique (WALSTRA et al, 1981).

La nature des interactions intervenant durant la phase d’agrégation n’est pas encore
bien connue, toutefois les ponts calciques et les forces de Van der Waals ainsi que les
interactions hydrophobes semblent impliqués (SCHMIDT, 1982). Les micelles déstabilisées
s’agrégent en présence des ions calcium libres (Ca™) et la coagulation se produit seulement
en présence d’une quantité suffisante de phosphate de calcium colloidal (LUCEY et FOX,
1993). Au début, il y a formation de chaines linaires de micelles qui continuent de s’agréger
pour former des amas. Ces derniers font constituer le gel protéique qui se sépare nettement de
la phase liquide ou lactosérum. (LUCEY, 2002).

1.5.2. Les principales enzymes utilisées en fromagerie
La coagulation du lait par des enzymes protéolytiques est une des plus anciennes
opérations de transformation alimentaire.

Dans le monde, l'enzyme protéolytique la plus utilisée pour permettre cette
transformation, notamment en fromagerie (en dehors des fromages frais) est la présure. Elle
est extraite de caillettes de jeunes veaux non sevrés et a une composition ou prédomine la
chymosine (80%) mais contenant aussi de la pepsine (20%). Toutefois et pour plusieurs
raisons, particulierement économiques, ou la présure ne peut répondre a la demande sans
cesse croissante dans le monde, l'utilisation de succédanés d'origine animale, végétale et

microbienne (Tableau VII) s'est développée.
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Tableau VII: Origine des différentes enzymes utilisées pour coaguler le lait
(MIETTON et al, 1994).

Origine Enzymes
Animaux Ruminants
e Veaux (*)
e Chevaux (*) Chymosine + pepsine
e Agneaux (*)
e Bovins adultes (*) Pepsine + chymosine
Monogastriques )
e Porc Pepsine
Oiseaux _
e Poulets Pepsine
Vegetaux e Figuier (suc) Ficine
e Ananas (tige) Broméline
e Chardon, artichaut
e Gaillet
e Courge
Moisissures ¢ Endothia parasitica (*) Protéase
e Mucor pusillus (*) Protéase
e Mucor miehei (*) Protcase
e Aspergillus niger Chymosine "génétique"
Levures Kluyvermyces lactis Chymosine "génétique"
Bactéries e Escherichia coli Chymosine "génétique"
e Bacillus subtilis Subtiline "génétique"

* coagulants autorisés en France

Dans notre pays, plusieurs essais ont ¢té entrepris sur ces sources de remplacement,
tant au niveau laboratoire qu’avec des applications en milieu industriel. Nous pouvons citer
les premiers essais de MATOUB (2000) sur la coagulase extraite de Bacillus subtilis, de
BENGANA (2001) sur la pepsine, complétés et approfondis dans le cadre de la thése réalisée
par NOUANI (2009) sur plusieurs extraits issus de proventricules de poulets et d’estomacs de
limon, de fleurs d’artichauts et du latex de figuier et celles produites par culture du
champignon Mucor pusillus.

1.5.2.1. Enzymes d'origine animale
Les enzymes coagulantes d’origine animale sont des protéases gastriques. Les plus

utilisées en fromagerie sont la présure, constitué principalement de chymosine (E.C.3.4.23.4)
et de pepsines (E.C. 3.4.23.1, 2,3), d’origine bovine ou porcine. Ces protéases sont formées
a partir d’un précurseur inactif (zymogene), secrété¢ par la muqueuse gastrique. Elles perdent
dans le processus de leur activation un peptide N-terminal constitué d’une quarantaine

d’acides aminés (variable selon la nature, I’origine et le variant de ’enzyme considérée).

-
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Ainsi, la pro-chymosine posséde un segment riche en Glu, Lys, Leu et Ile alors que Le
pepsinogene posséde un polypeptide riche en Lys, Pro, Ala et Leu. Ces segments occupent
les sites actifs et réduisent, par empéchent stérique, le contact de 1’enzyme avec son substrat.
De ce fait, I’activation du pro-enzyme nécessite la libération du pro-segment et la dissociation
de ce dernier du site actif (RICHTER et al, 1998). Dans le cas de la chymosine, cette action
est accompagnée d’une réduction du poids moléculaire qui passe de 36 000 (pro-chymosine)
a 31 000 (chymosine), (FOLTMANN, 1971).

Cette activation a lieu a pH acide (inférieur a 5) ou I’excés de charges positives du
milieu va induire un changement de conformation de la molécule par rupture des interactions
¢lectrostatiques qui ont lieu entre les résidus basiques du pro-segment et les résidus acides de
la portion correspondante a I’enzyme active (SANNY et al, 1975 ; RICHTER et al, 1998).

Il a été constaté que dés qu’une tres faible quantité d’enzyme est libérée du précurseur
a la faveur de I’acidité stomacale, la réaction devient auto-catalytique. L’enzyme produite
provoque ’activation du zymogéne par libération du pro-segment. Cette opération est réalisée
soit par clivage d’une seule liaison peptidique (voie directe) ou de plusieurs liaisons (de fagon
séquentielle) (HORBOE et al, 1974 ; KAYAGEMA et TAKAHASHI, 1976 ; KOGA et
HAYASHI, 1976 ; RICHTER et al, 1998).

En considérant la structure primaire des substrats hydrolysés, la chymosine a une
action similaire a celle de la chymotrypsine dans le sens ou elle coupe préférentiellement les
liaisons peptidiques situés notamment a droite des acides aminés aromatiques (Phe, Tyr, Trp)
alors que la pepsine coupe plutdt la liaison peptidique située a gauche de ces acides aminés
(DELVIN, 2006).

1.5.2.1.1. La présure

La présure de veau est I’agent coagulant traditionnellement utilis¢é pour la
coagulation du lait en vue de la fabrication de la majorité des fromages. Selon la fédération
internationale du lait (FIL), la dénomination «présure» est donnée a I’extrait coagulant
provenant de caillettes de jeunes ruminants abattus avant sevrage (ANDREN, 2002). Elle
contient deux fractions actives, I’une, majeure, constituée par la chymosine, I’autre, mineure,
par la pepsine (rapport de masse: chymosine/pepsine) > 1.38. Au pH du lait (6,2-6,6), la
chymosine représente plus de 80 % de ’activité coagulante (ANDREN, 2002). Notons que de
petites quantités de présure sont produites a partir de 1’estomac de chevreau et d’agneau
(DESMAZEAUD, 1997).

Chez le bovin, la sécrétion de chymosine est réduite apres sevrage et la pepsine

devient de plus en dominante dans I’estomac d’un animal adulte.

-
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Afin d’améliorer les rendements d’extraction de cette enzyme, des procédés de son
obtention a partir de veaux fistulés ont fait 1’objet de plusieurs expériences. La collecte de
présure, deux fois par jour, jusqu’a ce que les veaux atteignaient trois a quatre mois, a permis
I’obtention d’une quantité de présure 30 a 40 fois plus importante que celle obtenue par veau
aprés abattage (ALAIS, 1974 ; ERNESTROM et WONGT, 1983). Toutefois, le coft
opératoire et les risques cliniques ont limité le développement de ces voies.

Par ailleurs, 1’obtention de chymosine par transgénese connait actuellement un grand
développement, vu le rendement ¢€levé et la qualité de produit obtenue qui est comparable a
celle de la chymosine de veau extraite par les procédés classiques (BELDARRAIN et al,
2002).

Au niveau de la chymosine, trois fractions désignées A, B et C sont rencontrées mais
ont des activités spécifiques différentes évaluées respectivement a : 125, 100 et 57. La
chymosine B est la plus abondante de ces trois formes (FOLTMANN, 1971). Deux variants
génétiques pour les chymosines A et B ont été mis en évidence. Ils sont différents par la
nature d’un seul acide aminé en position 244 : I’acide aspartique pour le variant A est
remplacé la glycine dans le cas du variant B. Ces deux variants sont présents a un taux de
50% dans la population bovine. Bien que la chymosine A posséde une activité coagulante
25% supérieure a celle de la chymosine B, les deux variants possédent des propriétés
fromageres similaires (ANDREN, 2002).

Concernant les conditions d’action de cette enzyme, il a montré que le pH optimum de
son activité protéolytique se situe a 4,0 et que son activité maximale se situe a pH 5,5 pour
une température d’incubation de 42°C (FOLTMANN, 1971 ; RAMET, 1997), (Tableau VIII).
Au pH du lait frais (6,6-6,8), la chymosine possede une activité coagulante ¢levée comparée a
la pepsine (rapport de 1/5) (ANDREN, 2002). La chymosine hydrolyse son substrat en milieu
de chaine est possede une double activité, I’'une spécifique et prépondérante sur la caséine k
qui conduit a sa déstabilisation micellaire au cours de la phase de coagulation et une activité
plus faible de protéolyse générale sur les différentes fractions cas€iniques, qui intervient

essentiellement pendant I’affinage du fromage (O’KEEFFE et al, 1976 ; DAVE et al, 2003).
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Tableau VIII : Caractéristiques des enzymes gastriques, selon ERNSTROM et

WONGT (1983) et CUVELLIER (1993).

Principales Chymosine pepsine bovine | pepsine porcine

Caractéristiques I 1I

Masse | pro-enzyme 36.000 38.943 42000

molaire = me 31.000 - 33.400 34.500

active

Fractions A, B, C, - A,B,C,D,

pH d’activation 5,0;2,0 2,0 2,0

N- pro-enzyme Glycine Leucine | Sérine Leucine

terminal enzyme Alanine - Valine -
active

C- pro-enzyme Isoleucine Alanine -

terminal | enzyme Isoleucine - Alanine -
active

pH optimum d’activité 34 2,8 <2 1,8

protéolytique sur

I’hémoglobine

pH de pro- 5,3-9,0° >7,0° <10,5°

stabilité enzyme

(325°C) | Enzyme 5,3-6,3 <6,0° <6,5"

pH inhibition >6,3a;<3,5a >6,9b > 6,5b

(enzyme)

* valeurs déterminées sur I’hémoglobine comme substrat, ° valeurs déterminées sur le lait comme substrat

1.5.2.1.2. La pepsine

La pepsine est une protéase acide présente dans le suc gastrique de tous les
mammiferes et les oiseaux. L’une de ses remarquables caractéristiques est sa grande activité
dans cet environnement tres acide. Elle est active méme a pH 1 (Réf) ou plusieurs enzymes et
protéines subissent une rapide dénaturation.

1.5.2.1.2.1. La pepsine bovine

La pepsine bovine (E.C.3.4.23.1) est extraite a partir des caillettes d’animaux
adultes et de veaux sevrés. Son poids moléculaire est de 33 400. L’extrait brut contient un
pepsinogene majoritaire et plusieurs pepsinogénes mineurs qui donnent apres activation a pH
2,0 les pepsines (I et IT) correspondant (CHOW et KASSELL, 1968).

ANTONINI et RIBADEAU-DUMAS (1971) ont pu révéler la présence d’une
pepsine I qui semble étre un constituant mineur et d’une pepsine Il dans I’extrait de caillette

de bceuf issus de deux zymogenes différents. Les propriétés protéolytiques de la pepsine

&
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bovine sur les caséines sont assez similaires a celles de la chymosine et provoque la
coagulation du lait frais, contrairement a la pepsine porcine (ERNSTROM et WONG, 1983 ;
BARBANO et RASMUSSEN, 1992). L’activité coagulante est néanmoins moins dépendante
du pH (ERNSTROM et WONG, 1983). Elle est utilisée en fromagerie en mélange (50/50)
avec la présure (RAMET, 1997a).

1.5.2.1.2.2. La pepsine porcine

L’extrait brut obtenu a partir de la muqueuse gastrique du porc contient en majorité
de la pepsine A et des composés mineurs correspondants aux pepsines B, C, D, et a la
gastricine (E.C.3.4.23.3) (CUVELLIER, 1993). Les pepsines sont produites & partir de
zymogenes différents. La pepsine porcine (E.C.3.4.23.2) est formée d’une seule chaine
polypeptidique de 321 résidus d’acides aminés (masse moléculaire égale a 35000 Da),
(SEPULVEDA et al, 1975 ; KAGEYAMA et TAKAHASHI, 1976). Son activité catalytique
est la plus ¢élevée entre pH 1 et 4 avec un maximum vers 1,8 et varie selon la nature du
substrat (ANTONINI et RIBADEAU-DUMAS, 1971).

Les pepsines B et C provoquent la coagulation du lait mais beaucoup moins
rapidement que la pepsine A. Cependant, contrairement a la pepsine A, elles sont relativement
stables au pH 6,9. La pepsine D, trés instable aux pH supérieurs a 6,0, est deux fois plus
active que la pepsine majoritaire dans le processus de coagulation du lait (ERNSTROM et
WONGT, 1983).

Le principal inconvénient de la pepsine porcine comme agent coagulant du lait est le
fait que son activité coagulante est fortement dépendante du pH. En effet, a des valeurs
fréquemment utilisées en fromagerie (pH voisin de 6,5 et température de 30 °C), la pepsine
porcine est partiellement dénaturée et, aprés une heure d’incubation, seulement 50% de son
activité coagulante est maintenue (ANDREN, 2002).

De plus, I’emploi de la pepsine porcine présente des inconvénients dus a une activité
protéolytique supérieure a celle de la présure, avec présence d'arrieére gott et d'amertume pour

certains fromages (BRULE et LENOIR, 1997).

1.5.2.2 Enzymes d'origine végétale
Les protéases d'origine végétale sont diverses mais parmi celles qui sont les plus

utilisées en technologie laitiere, on retrouve la papaine, la broméline et la ficine :

g
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- la papaine extraite d'une plante équatoriale et tropicale (Carioca papaya). Elle est
caractérisée par une activité coagulante assez forte mais également un fort pouvoir
protéolytique (CUVELIER, 1993);

- la broméline, qui est extraite de l'ananas (Ananas comosus). Elle a été¢ considérée
comme substituant possible de la chymosine. Des travaux de MURACHI (1970) ont prouvé
qu'elle a un pouvoir protéolytique défavorable au rendement et a la qualité organoleptique
dans l'industrie fromaggre ;

- enfin, la ficine issue de la figue (Ficus glabrata) (CUVELLIER, 1993). Comme la
papaine, elle a un pouvoir coagulant important mais son utilisation est limitée par son fort
pouvoir protéolytique important.

1.5.2.3. Enzymes d'origine microbienne

L'industrie de fermentation s’est intéressée a la production de protéases susceptibles
de remplacer efficacement et & moindre colit la présure, a partir de la culture de micro-
organismes Dans ce but, de multiples espéces de bactéries et de champignons inférieurs ont
été ¢étudiées afin de pallier a la pénurie mondiale en présure. De plus et a ’inverse des
protéases gastriques qui sont synthétisées sous forme de zymogenes inactifs, les protéases
microbiennes sont produites sous une forme active (DALGLEISH, 1997).

Ainsi, plusieurs bactéries ont été testées dans ce but, entre autre: Streptococcus
liquifaciens, Micrococcus caseolyticus, Bacillus subtilis ...etc. Ces protéases, malgré un
rendement intéressant, n’ont pas toujours donné des résultats concluants au vu de la non
spécificité de I’hydrolyse et la protéolyse excessive enregistrée qui ont pour conséquence un
une modification substantielle des caractéristiques organoleptiques des fromages (apparition
d’amertume, gout acide ...etc), (ERNSTROM, 1983).

De récents travaux de génie génétique ont permis de préparer une présure formée de
chymosine pure, par clonage de géne sur Escherichia coli (ROSS et al, 2000). Par ailleurs, les
travaux réalisés sur différents types de levures et moisissures, ont permis de sélectionner trois
types de moisissures dont les propriétés coagulantes et protéolytiques de leurs enzymes se
rapprochent le plus de celles de la présure. Ces moisissures sont : Endothia parasitica, Mucor
miehei et Mucor pusillus (GOURSAUD, 1999, TUBESHA et AI-DELAIMY, 2003;
NOUANI, 2011). Les enzymes produites a partir de ces micro-organismes ont donné de
grandes similarités dans le mécanisme de la coagulation du lait, comparativement a 1’action
de la présure traditionnelle. Toutefois, malgré des essais concluants obtenus, les industriels

craignent |’utilisation de cette flore qui se répand trés rapidement dans un milieu ou
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I’humidité relative et la température sont appropriées, ce qui se transforme en contamination

génante pour la suite de la fabrication.

1.5.3. Particularités moléculaires et mécanisme d’action
Les enzymes coagulantes du lait citées plus haut, a ’exception des protéases de
plantes tropicales, appartiennent toutes au groupe des protéases acides. Quoiqu’elles dérivent
d’especes différentes, ce sont des endopeptidases qui semblent partager entre-elles plusieurs
caractéristiques communes liées a la nature de leur structure, a leur caractéristiques physico-

chimiques et enfin a leur activité catalytique (RAO et al, 1998 ; ERSKINE et al, 2003).

Sur le lait, leur activité augmente lorsque le pH est abaissé au dessous de 6,6. Le pH
optimum acide est di a la présence dans leur structure de deux résidus catalytiques : Asp32 et
Asp215 (séquence dans la pepsine porcine) (SEPULVEDA et al, 1975). L’un d’eux est
protoné et I’autre est ionisé (ANDREEVA et RUMSH, 2001 ; ERSKINE et al, 2003). Ce sont
donc des aspartyl protéases, compte tenu du rdle essentiel tenu par ces deux résidus aspartyls

dans leur mécanisme catalytique.

1.5.3.1 Action sur les caséines

Les principales protéases utilisées pour la coagulation du lait hydrolysent
préférentiellement la liaison peptidique Phel05-Met106 a I’exception de la protéase de
Cryphonecteria parasitica qui hydrolyse la liaison Ser104-Phel05 (LUCEY, 2002).
Toutefois, I’attaque d’autres sites au niveau tant de la caséine x que des autres caséines (aS et
B) se produit mais elle est généralement indésirable. L’importance de cette protéolyse
« secondaire » différe d’une enzyme a une autre. La chymosine est la protéase qui donne le
minimum de protéolyse. L’attaque de la caséine 3 et de la caséine asl par la chymosine est
plus lente, d’un facteur de 100, que I’attaque spécifique de la caséine k par la méme enzyme
(DALGLEISH, 1982).

Les substituts de la présure sont généralement choisis par rapport a leur activité
coagulante ¢levée (I’attaque rapide de la liaison Phel05-Met106) combinée a une activité
protéolytique générale limitée. Sinon, une activité protéolytique non-spécifique élevée au
cours de la coagulation peut donner naissance a des peptides qui seront perdus en solution
provoquant la diminution du rendement fromager.

Les essais réalisés dans ce sens ont montré que la majorité des enzymes coagulantes
ont une activité protéolytique plus importante que la chymosine, lorsque la caséine est prise

comme substrat (SAIMA et al, 2003). Cependant, les différences sont moins évidentes
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lorsqu’elles sont comparées dans le lait écrémé ou durant la fabrication du fromage mais ces
enzymes de remplacement provoquent pour une grande part des pertes dans le rendement
fromager (EMMONS et BINNS, 1990 ; EMMONS et al, 1990 ; BARBANO et
RASMUSSEN, 1992).

La caséine B est hydrolysée par la chymosine au niveau de la liaison Leul92-
Tyr193 (TRIJILLO et al, 2000). Alors que La caséine asl est hydrolysée au niveau des
liaisons Phe23- Phe24 ou bien Phe24-Val25 (HYNES, et al, 2001 ; Dave et al, 2003b).

L’hydrolyse de la caséine asl par la chymosine est beaucoup plus rapide que celle
de la caséine B. Les produits d’hydrolyse de la caséine 83 par la chymosine sont trés amers. Ce
sont des peptides, libérées de la partie C-terminal de la caséine B a savoir:  (193-209) et
(193-207 ou bien 208). Les produits d’hydrolyse de la caséine asl ne produisent quant a eux
aucune amertume (ERNSTROM et WONGT, 1983 ; KIM et al, 2004).

La majorité des enzymes coagulantes testées comme succédanées sur les caséines
aS et B présentent la méme spécificité que la chymosine mais différent selon leur cinétique
d’action. La pepsine bovine et la protéase de Rhisomucor miehei hydrolysent la caséine 3 plus
lentement que la chymosine, alors que les protéase de Cryphonecteria parasitica, de Cyanara
cardunculus et celle extraite du proventricule de poulet, montrent une plus grande activité
protéolytique sur cette protéine (EMMONS et al, 1990 ; BARBANO et RASMUSSEN,
1992 ; TRUJILLO et al, 2000).

1.5.3.2 Nature du coagulum formé et interactions mises en jeu

La diminution du pH lors de la coagulation acide conduit a la neutralisation
progressive des charges négatives et provoque des attractions €lectrostatiques entre entités de
chargés opposées. Cette création de nouvelles interactions peut faciliter d'avantage les liaisons
intermoléculaires entre protéines voisines ou polypeptides de la matrice du gel. De méme, du
fait de 1’équilibre entre les sels se trouvant a 1’état colloidal et sous forme soluble, il y a
déminéralisation progressive de la micelle et obtention d’un gel acide (CAYOT et LORIENT,
1998).

Dans les gels présure, les micelles de cas€ines ne sont pas déminéralisées. Les
intercations inter protéiques sont favorisées alors que le phosphate de calcium ou de
magnésium colloidal demeure liés aux protéines, ce qui donne une plus consistance a ce type
de gel qui est destiné spécialement pour les formages a pate pressées cuites ou non cuites
(LEFEBVRE-CASES et al, 1998 ; LUCEY, 2002b).

Selon LUCEY et SINGH, (2003), les interactions impliquées dans la formation du gel

et sa stabilité, et par conséquent ceux responsables de ses propriétés rhéologiques, sont
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constituées spécialement de ponts calciques, de forces de Van Der Waals, d'interactions
hydrophobes et d’interactions électrostatiques. Les liaisons covalentes sont importantes dans
les gels acides cuits a température élevée tels que la Ricotta et le Quarg. Peu de littérature
explique avec exactitude, la nature et le type d'interactions responsables de la formation et de
la rhéologie des différents gels.

Les travaux de LEFEBVRE-CASES et al, (1998) et KEIM et HINRICHS (2003)
sur les interactions impliquées dans la formation et la stabilité des gels présure et acide, en
utilisant des agents dissociants ont permis de conclure que les interactions hydrogeénes sont
impliquées dans la formation des deux types de gel, et que les interactions hydrophobes et les
liaisons calciques sont principalement impliquées dans la formation et le maintien du gel
présure.

1.5.3.3 effets au niveau de la phase d’affinage

Le taux d’hydrolyse des fractions cas€iniques, au cours de 1’affinage, dépend
étroitement du taux d’enzyme coagulant employé pour la coagulation (HYNES et al, 2001 ;
DAVE, et al, 2003a).

L’activité protéolytique durant 1’affinage du fromage, due a la quantité d’enzyme
retenue par le caillé, joue un role essentiel dans la dégradation des caséines (WILKINSON et
KILCAWLEY, 2004). La quantit¢ d’enzyme retenue par le gel est influencée par la
température de coupe du coagulum et par le pH au cours du drainage du lactosérum. En effet,
I’abaissement du pH augmente le taux d’adsorption de la chymosine sur les micelles de
caséine (LARSSON et al, 1997). Toutefois, le taux retenu pour les protéases fongiques ne
semble pas étre influencé par 1’abaissement du pH (RAMET, 1997), ce qui n’est pas le cas
des pepsines qui exigent un coupe du coagulum a pH acide (GREEN et FOSTER, 1974 ;
SOUSA et al, 2001).

L’activité résiduelle est également liée a la stabilit¢ thermique de I’enzyme
coagulante utilisée. Ainsi, I’activité résiduelle de la chymosine dans les fromages a pate cuite,
tel I’emmental, est trés réduite (HYNES et al, 2001). La pepsine porcine tend a étre la plus
sensible au chauffage. La protéase de Cryphonectria parasitica, la pepsine bovine, les
coagulases produites par Rhisomucor pusillus et Rhisomucor miehei montrent une meilleure
stabilité a 1’élévation de la température (SOUSA et al, 2001).

En dehors de ces paramétres, la nature des produits formés au cours de I’affinage
varie avec la nature de I’enzyme utilisée. Ainsi, du Cheddar préparé a I’aide de pepsine de
poulet a montré un taux de protéolyse et d’amertume plus élevé que celui préparé a I’aide de

la présure (GREEN et al, 1984). Cependant, 1’utilisation de la pepsine de poulet dans la
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fabrication de certains fromages a pate cuite tels que ’Emmental a donné des résultats
satisfaisants (GORDIN et ROSENTAL, 1978).

Par ailleurs, il a été constaté que la dégradation de la caséine B par les enzymes
coagulantes dans le fromage est fortement affectée par le contenu en sel. L’hydrolyse de la
caséine P est considérablement réduite a 5% de NaCl et completement inhibée a 10% de
NaCl. En effet, les fromages non salés contiennent moins de caséine B intacte. Les fragments
C-terminaux de la caséine B qui sont reconnus €tre ameres ont €t€ mis en évidence dans les
fromages non salés préparés par la chymosine (SOUSA et al, 2001).

Notons que la formation du golt amere est due a I’action combinée des enzymes
coagulantes et des protéases microbiennes des cultures employées dans 1’affinage sur les
cas¢éines. En effet, il y a formation de peptides de taille moyenne sous 1’action des enzymes
coagulantes. Ces peptides sont ensuite hydrolysés a leur tour par les protéases microbiennes
en peptides de bas poids moléculaire, responsables d’amertume (O’KEEFFE et al, 1978 ;
SOUSA et al, 2001).

1.5.4. Aptitudes a la coagulation du lait camelin

Bien que peu d’études lui ont été consacrés, comparativement aux laits d’autres
especes, il n’en demeure pas moins que le lait de dromadaire a montré, dés les premiers
travaux, de faibles aptitudes a la transformation en produits dérivés, notamment en fromage.
En effet, plusieurs auteurs ont mentionné que la coagulation de ce lait par la présure est
difficilement réalisable.

Cette aptitude limitée du lait du dromadaire a la coagulation par la présure a
vraisemblablement pour origine principale la composition particuliére des micelles de caséine.
A cet effet, des travaux ont montré que la caséine kappa, qui constitue la fraction de la micelle
sensible a I’action des protéases coagulantes, posséde une charge électrique moindre que celle
de ’homologue dans le lait de référence, ce qui entraine une mobilité électrophorétique plus
faible (FARAH et FARAH-RIESEN, 1985 ; JARDALI, 1988 ; RAMET, 1993). De plus,
I’équilibre des fractions de cas€ine est tres différent de celui du lait de vache. On note en
particulier que la proportion de caséine kappa est limitée a 5% de la caséine totale a lors
quelle est de 13,6% pour le lait de vache (RAMET, 1993). Cette réduction de la proposition
en cette protéine est un ¢lément qui concoure a procurer une moindre stabilité aux micelles de
caséines et une réduction d’autant de la capacité des enzymes coagulantes a I’hydrolyser et la
déstabiliser en vue de I’obtention d’un coagulum « présure ».

Dans ces particularités physico-chimiques susceptibles d’avoir une relation avec

cette faible aptitude a la coagulation, notons que les caséines du lait de dromadaire se trouvent
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sous forme de micelles de plus grande taille (300um de diamétre) que celles rencontrées dans
le lait de vache (160um), (FARAH et BACHMAN, 1987 ; FARAH et RUEGG, 1989 ;
JARDALI et RAMET, 1991).

1.5.5. Enzymes utilisées pour la coagulation du lait de chamelle

L’ajout de la présure au lait camelin entraine une réaction de protéolyse de la caséine
dont 1’évolution peut étre suivie par mesure du taux d’azote non protéique libéré (MEHAIA,
1987). 1l semble par contre que la réaction secondaire, qui correspond a ’agrégation des
micelles de caséine préalablement hydrolysée, se déroule d’une manicre particuliere dans le
lait de dromadaire ou 1’association de micelles de caséine est plus tardive et le réseau formé
est plus lache et moins compact (RAMET, 1993).

Il est vraisemblable que cette aptitude réduite a la polymérisation des micelles de
caséine du lait du dromadaire résulte d’une faible potentialité du substrat a 1’établissement de
pont calcique entre les micelles du fait que les grosses micelles sont moins minéralisées que
les petites (RAMET, 1993). De plus, les propriétés rhéologique du coagulum sont étroitement
dépendantes de la teneur en matiere seche du lait : plus celle-ci est élevée, plus grande est la
fermeté. Dans ce cadre, tous les composants de la matiére seéche ne participent pas de la méme
maniére a la formation du gel mais le taux de caséine a le role majeur : plus il est importante,
plus la trame du réseau micellaire constitué lors de la coagulation est dense et plus les
propriétés rhéologiques sont améliorées (FAMELART et al, 2009).

Plusieurs équipes de recherche se sont propos¢ de mieux comprendre les interactions
qui ont lieu dans ce lait et lever par la méme ces contraintes a la transformation technologique
en produits dérivés. Ainsi, des travaux ont montré que ce comportement a la coagulation peut
étre amélioré moyennant soit un apport de CaCl, (FARAH et BACHMAN, 1987), soit un
ajout de lait d’autres especes (cheévres, brebis ou bufflesse), ou enfin par I'utilisation parallele
de ferments lactiques (Mohamed et al, 1990).

Faisant appel a la coagulation mixte, RAMET (1989 ; 1991) et MEHAIA (1993 a, b
et 1994 b) ont fabriqué du fromage a pate molle a base de laits de chamelle seuls ou en
mélange avec du lait de brebis (JARDALI-MAATOUK, 1994 ; RAMET, 1990) ou du lait de
vache (MEHAIA, 1993 a, b et 1994 b).

D’autres agents coagulants sont proposés en dehors de la présure bovine. Il s’agit de
la pepsine bovine (WANGOH et al, 1993 ; RAMET, 1994), des protéases coagulantes
microbiennes de Mucor miehei et d’Endothia parasitica (RAMET, 1985 et 1990), de la
présure cameline (ELABBASSY et WAHBA, 1986 ; EL-ABBASSY, 1987 ; EL-BATAWY
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etal, 1987 ; WANGOH et al, 1993 ; EL-AGAMY, 2000 b) et enfin de 1’extrait coagulant issu
de caillettes de dromadaires (SIBOUKEUR et al, 2005).

Il en ressort cependant de tous ces travaux, qu’un meilleur coagulum est obtenu en
utilisant soit des enzymes gastriques de dromadaires, soit la pepsine bovine. Ceci résulterait
d’une meilleure affinité de ces extraits enzymatiques pour les caséines camelines, comme
semblent le suggérer les travaux de KAPPELER et al (1998), ou il est montré que le site de
coupure de la chymosine est différent selon les caséines k considérées (bovines et camelines),

(Figure 3).

LC: Arg®--Pro-—-Arg-—-Pro---Arg---P ro95-——Ser%——-Phegj"——l—lle“——Ala— -Ile'"--Pro--Lys--Lys

LV: I—[is——Pro—-Hisl“U——Pro-—His—-Leu——Ser-—Phemsi—-_\letw‘"—-—Ala—-—lle—-—Pro———L}'s—-—Lys

Figure 3 : Comparaison des régions de la caséine k sensibles a la chymosine
dans les laits de chamelle et de vache (KAPPELER et al, 1998).
LC : lait de chamelle ; LV : lait de vache ;

2 site préférentiel de coupure de la chymosine.

Toutefois, une réserve souvent exprimee, relative a I’utilisation de la pepsine bovine,
est qu’elle possede une activité protéolytique assez prononcée, qui peut se manifester dans les
fromages par la libération de peptides amers. Les autres protéases ne présentant pas ces

inconvénients, seraient les mieux indiquées (RAMET, 1993).

1.5.6. Fabrication du fromage camelin

Certains fromages traditionnels de lait camelin sont fabriqués chez les nomades
localisés a I'Ahaggar ainsi qu’a la péninsule du Sinai, en Tunisie et au Kenya (YAGIL et al,
1994). Ces fromages sont élaborés par thermo-coagulation des protéines et obtention d’une
pate humide en forme de galette a consommer rapidement ou apres séchage naturel et/ou
salage (GAST et al, 1969 ; YAGIL, 1982 ; MOHAMED et al, 1990). Notons également que
MOHAMED et al (1990) ont obtenu un fromage a pate dure de type "GRANA" a partir du
lait de chamelle non standardisé. Ces auteurs n’ont signalé aucune difficulté lors de sa
fabrication et estiment que les divergences des résultats observés d’un auteur a un autre sont

attribuables aux origines tres différentes des laits utilisés.
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D’autres types de fromages (secs) nommés «Afig et Oggty» sont fabriqués,
respectivement, au Kenya et en Arabie Saoudite (AL-RUQAIE et al, 1987 ; MEHAIA,
1994b).

Néanmoins, les spécificités du lait de chamelle (faible proportion en k-CN, grande
taille des micelles caséiniques, petite taille des globules gras, présence d’un systéme
antibactérien ...etc.), entravent le transfert aisé¢ de la technologie fromagere du lait bovin au
lait camelin.

C’est le cas notamment de la fabrication des fromages a coagulation acide (pate
fraiche) ou la formation du caillé est assez lente (RAMET, 1993 et 1994 ; KAMOUN, 1995)
du fait que I’acidification est limitée par le systéme antimicrobien du lait (BARBOUR et al,
1984 ; GNAN et al, 1994 a ; KAMOUN, 1995 ; EL-AGAMY, 2000 a).

Tres récemment, une innovation technique, consistant en la mise au point d’un ferment
(Camifloc ND), permettant de coaguler le lait de chamelle, a offert une opportunité
intéressante aux éleveurs camelins du Sahel (Mali et Niger), de valoriser les excédents laitiers
sous forme de fromage (VIA FRANCK et al, 2003). La coagulation est meilleure en ajoutant
des sels de calcium sous forme de CaCl, (EL-ZUBEIR et JABREEL, 2008). Cette opération

se heurte cependant aux difficultés d’approvisionnement en ce ferment.
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2. Matériel et méthodes

Le présent travail a été réalisé avec la collaboration de trois laboratoires : Laboratoire
de Protection des Ecosystémes en Zones Arides et Semi-arides de 1’Université Kasdi Merbah
de Ouargla, Laboratoire de Biochimie Analytique et Biotechnologies (LABAB) de
I’universit¢ M. Mammeri de Tizi-Ouzou et Laboratoire des Sciences Alimentaires de
I’Université d’Al Ain (Emirats Arabes Unis). Il a été sous tendu par le matériel et les

méthodes ci apres indiqués.

2.1. Matériel
2.1.1. Matériel biologique
2.1.1.1. Lait de chamelle
Il s’agit des échantillons du lait collecté, pendant trois saisons différentes (hivers,
printemps et été), a partir de troupeaux de dromadaires (Camelus dromedarius) de la
population Sahraoui vivant en élevage extensif dans des parcours naturelles de trois régions
du sud-est Algérien : Ouargla, El oued et Ghardaia.
2.1.1.2. Lait de vache
Le lait de vache utilisé a titre comparatif est un mélange issu de la traite du matin de
vaches en stabulation dans une ferme située dans la ville d’Ouargla.
2.1.1.3. Poudre de lait écrémé type « low heat » :
Cette poudre de lait nous a été fournie gracieusement par la Laiterie de Draa Ben
Khedda (wilaya de Tizi- Ouzou).
2.1.1.4. Caséines camelines lyophilisées
Elles sont obtenues selon le protocole décrit par SCHAMET et al (1992), a partir de
lait préalablement écrémé.
2.1.1.5. Enzymes coagulantes :
Les préparations commerciales de pepsine et de présure bovines sont issues de la
firme Texel-Poulenc (France).
2.1.1.6. Caillettes de dromadaires
Les caillettes proviennent de dromadaires sélectionnés, d’une part, selon leur age et,
d’autre part, selon leur régime alimentaire (non sevrés, régime mixte et sevrés). Apres
I’abattage au niveau de l’abattoir communal de Ouargla, le dernier tiers du troisiéme
compartiment de leurs estomacs est prélevé. Les caillettes sont alors lavées a I’eau de robinet,

dégraissées, hachées, mises dans des sacs en plastique puis congelées a -18°C.
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2.1.2. Appareillage
Dans chacun des laboratoires cités plus haut, un certain nombre d’équipement
scientifique a été utilisé pour réaliser les différentes expérimentations :
2.1.2.1. Laboratoire de Protection des Ecosystémes en Zones Arides et Semi-
arides de I’Université Kasdi Merbah d’Ouargla.
- balance analytique (0,01g) et de précision (0,1 mg) ;
-centrifugeuses (6000 x g, Hettich, Allemagne et 12 000 x g, Sigma, France) ;
- four a moufle (Heraeus, Almagne) ;
- ionometre SA 720 (Hanna, Almagne) avec électrode spécifique aux fluorures;
- lyophilisateur a plateau (Christ a 1-2 LD, Allemagne) ;
- spectrophotomeétre a flamme type 410, Corning (Japan);
- spectrophotometre a absorption atomique type Varian (France), spectra 10 utilisé en flamme
air-acétylene ;
- spectrophotometre UV-visible (Unicam, Allemagne) ;
- matériel utilisé pour les analyses microbiologiques : microscope optique (Zeiss, Allemagne),
doté d'un appareil photo et connect¢ a un microordinateur, loupe binoculaire (Zeiss) ;
autoclave (Sanoclav, France), étuve compteur de colonies...etc.
A cette liste, s’ajoute le petit équipement courant de laboratoire : pH meétre, bain-
Marie ; agitateurs (magnétique et basculant); dessicateur, lactodensimétre; pompe
péristaltique ...etc.
2.1.2.2. Laboratoire des sciences alimentaires d’Al Ain (Emirats arabes Unis)
- analyseur de texture (TA-XT PLUS, USA) avec le logiciel d'opération ;
- microscope ¢lectronique.
2.1.2.3. Laboratoire de recherche de Biochimie Analytique et Biotechnologies
(LABAB) de I’Université M. Mammeri de Tizi-Ouzou
- unité de chromatographie en basse pression (Buchi, Switzerland) ;
- unité d’¢lectrophorése sur mini- cuves verticales (Hoeffer SE 260, USA) comprenant :
couleur de gel, cuves d’électrophorese ; générateur de courant (max 250V, 100mA) ; plaques
en verre et en hydroxyde d’alumine (10x12cm) ; espaceurs de 1mm d’épaisseur.

Un certain nombre d’accessoires et petit matériel spécifique est utilisé dans le cadre
de cette étude: micropipettes, micro-seringues Hamilton, membranes de dialyse (seuil
d’exclusion de 8000 Da), gants et masques pour manipulation de produits dangereux, laine de
verre et différents types de verrerie (béchers, fioles jaugées, pipettes graduées, tubes a essais,

burette...).
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2.1.3. Produits chimiques et réactifs
- produits et solvants usuels (acide acétique, acide chlorhydrique, acide trichloracétique,
acide lactique, éthanol, glycérol, méthanol...) ;
- colorants et réactifs spécifiques (bleu de méthyléne, phénolphtaléine, réactif de Folin-
Ciocalteu) ;
- sels et tampons (chlorure de sodium, sulfates d'aluminium, sulfate de cuivre, tartrate de
sodium et potassium, sulfate di-sodium) ;
- supports chromatographiques (diéthylaminoéthyl cellulose (DEAE cellulose DE 52) ;
- produits biologiques : tyrosine, Albumine Sérique Bovine (BSA), enzymes (pepsine et
présure) ;

- milieux de culture pour la microbiologie.

2.2. Méthodes de travail
2.2.1. Collecte du lait
Le lait est trait a partir de chamelles en bon état de santé. Il est recueilli proprement
dans des flacons en verre de 100 ml et est acheminé au laboratoire dans une glacicre
contenant un bloc réfrigérant. Ces échantillons sont ensuite congelés a -18 °C jusqu'a leur
utilisation ultérieure.
2.2.2. Analyses physico-chimiques
2.2.2.1. L’évaluation des principales caracteristiques :
Afin d’avoir une idée sur la qualité des laits collectés, plusieurs parameétres
physico-chimiques sont évalués :

- la mesure du pH est effectuée a la méme température (de + 20°C). La valeur
est lue directement sur le pH métre aprés immersion de son électrode dans I’échantillon a
analyser. Les mesures sont précédées d’une étape d’étalonnage qui consiste en un ajustement
du cadre de lecture du pH a I’aide d’une solution de pH connue (solution de pH étalon) ;

- la matiére séche totale qui est le produit résultant de la dessiccation du lait,
est obtenue par évaporation de I’eau a I’étuve réglée a 103 + 2 °C pendant 3 heures,
(ANONYME 4, 1980). Le résultat est exprimé en g/l ;

- les cendres sont déterminées par incinération des matieres se€ches pendant 4h

a 550°C (ANONYME 5, 1993). Le résultat est exprimé en g/l ;
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- la densité du lait est déterminée a I’aide d’un lactodensimétre graduée, dans
une éprouvette de 250 ml remplie de I’échantillon a analyser, la lecture donne directement la
valeur de la densit¢ (ANONYME 6, 1986) ;

- la mesure de 1’acidité titrable du lait est réalisée selon la méthode normalisée
(ANONYME 4, 1980). Celle-ci consiste en la mesure du volume de la solution de NaOH
(0.1N) nécessaire a la titration de 1’acidité du lait, en présence de phénophtaléine comme
indicateur. La valeur de I’acidité du lait est obtenue par la formule suivante :

A=10(V/V") (g/)

A : quantité d’acide lactique en (g/1)

V : volume de la solution de NaOH utilisé (ml)

V' : volume de I’échantillon (ml)

Pour obtenir 1’acidité titrable en degrés DORNIC (°D), la valeur de A est multipliée
par 10.

2.2.2.2. Evaluation spécifique des nutriments
2.2.2.2.1 Dosage des protéines
La teneur en protéine totales a été déterminée par la méthode de Lowry. Son principe
repose sur le développement d’une coloration bleue foncée suite a 1’addition a la solution
protéique d’un sel de cuivre en milieu alcalin puis du réactif de Folin-Ciocalteu. La coloration
résulte de la réaction du cuivre avec les liaisons peptidiques et la réduction de I’acide
phospho-tungstomolybdique par la tyrosine, le tryptophane et la cystéine. Les espéces réduites
absorbent la lumiere a 750nm. Le dosage des protéines s’effectue a cette longueur d’onde en
utilisant un spectrophotomeétre visible. La concentration en protéines de 1’échantillon analysé
est déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage établie en employant de 1’albumine
sérique bovine (BSA) (GUILLOU et al, 1986).
La séparation des protéines sérique et caséines s’effectue selon les étapes récapitulées sur la
figure 5.
2.2.2.2.2 Matiére grasse
Les teneurs en maticres grasses du lait sont déterminées par la méthode

acidobutyrométrique de Gerber. Cette méthode repose sur la lecture directe sur un
butyrométre de la quantit¢é de matiére grasse contenue dans 11 ml d’échantillon apres
dissolution des protéines par de I’acide sulfurique (d =1,820) et séparation de la matic¢re
grasse par centrifugation en présence d’alcool amylique. La lecture directe des graduations du

butyrometre détermine la quantité de matiere grasse en g/l.
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2.2.2.2.3. Lactose

Le lactose est dos¢é selon la méthode de Bertrand (ANONYME 5, 1993). C’est une
méthode titrimétrique basée sur la réaction a chaud d’une solution de liqueur de Fehling qui
renferme des ions cu®+ (cuivre II), de couleur bleu en milieu basique. A chaud en présence
d’une substance réductrice, la liqueur de Fehling donne un précipité rouge d’oxyde de cuivre
Cu20 (cuivre I). Le dosage est réalisé sur le filtrat, aprés défécation au ferrocyanure de zinc.

Pour 1I’étalonnage de la liqueur de Fehling nous avons eu a utiliser une solution de
lactose de concentration connue.

2.2.2.2.4. Vitamine C

Le dosage de la vitamine C s’est fait par titrimétrie a I’aide d’une solution d’iode a
0,1 N (MULTON, 1991) en présence d’empois d’amidon dont une molécule d’iode réagit
avec une molécule de vitamine C selon la réaction (mode opératoire donné en annexe) :

CeHsOg + 1, —» C¢HeOg + 2HI

Cette méthode a été choisie pour sa simplicité, sa rapidité et sa fiabilité. Toutefois,
avant le dosage, une défécation et indispensable a 1’aide de 1’acétate basique de plomb (10%)
pour éliminer les macromolécules. Lorsqu’il n’y a plus de vitamine C, les molécules d’iode
vont s’accumuler dans la solution. Cette accumulation indique la fin du titrage et est mise en
évidence par la formation de I’amidon (composé bleu de grande intensité).

2.2.2.2.5. Etude de la composition minérale

La quantification des éléments minéraux présents dans le lait est réalisée par
différentes techniques :
- le dosage du fer, zinc, cuivre et du plomb est effectu¢é a I’aide d’un spectrométre
d’absorption atomique équipé d’une lampe a cathode creuse spécifique pour chaque élément.

Les résultats sont exprimés soit en partie par billion (ppb) (ou en pg/l ;

- le dosage du sodium et du potassium par spectrométrie d’absorption a flamme ;
- le dosage du calcium et du magnésium par complexométrie ;

- le dosage du fluor par lonométrie en utilisant une électrode spécifique (RODIER, 1984).

2.2.3. Etude de la qualité microbiologique

A I’'image des pays en développements qui ont des productions a valoriser et a fructifier,
notre pays, particuliérement la région de Mzab, a développé ces quelques derniéres années
I’implantation de centres de collectes pour recueillir et transformer le lait camelin. Cette
nouvelle orientation forte intéressante nécessite néanmoins une connaissance scientifique

appropriée. Dans ce cadre et afin d’évaluer la qualité microbiologique de notre production et
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voir comment ce lait va évoluer selon les conditions d’entreposage, en intégrant un
refroidissement précoce de dernier, nous avons conduit des essais au laboratoire susceptibles
de répondre a ces préoccupations particulieres
2.2.3.1. Test de la réductase
L’appréciation de la qualité microbienne du lait de dromadaire collecté est réalisée
par le test de la réductase. Il s’agit de la mesure du temps de décoloration du lait additionné du
bleu de méthyléne et incubé au bain-marie & 37 °C. La rapidité de cette décoloration est

directement proportionnelle au nombre de germes présents (Tableau IX).

Tableau | X: Grille d’appréciation de la qualité microbienne du lait,
selon BERRENS et LUQUET (1987).

Durée de décoloration Nombre de germes (germes/ ml) | Qualité microbienne du lait
(heures)
Supérieure a 5 heures 20° Bonne
De 2 a 4 heures 20°420° Bonne a passable
Inférieure a 2 heures 20°4 10’ Insuffisante

2.2.3.2. Dénombrement des micro-organismes psychrotrophes

Certains micro-organismes dits psychrotrophes sont non seulement capables de se
développer a des températures inférieures a 10°C mais ont leur optimum de croissance dans
la plage de température comprise entre 0 et 10°C.

Afin de quantifier cette population, le dénombrement des germes a été réalisé sur
gélose nutritive ordinaire (GNO) avec des dilutions classiques. Un ensemencement en surface
(incubation a 7°C pendant 10 jours) a été utilisé. Les colonies apparues sont examinées
macroscopiquement et microscopiquement.

2.2.3.3. Isolement et identification de Pseudomonas fluorescens

Parmi les bactéries GRAM négatives qui constituent la flore psychrotrophe
dominante du lait réfrigéré, le genre Pseudomonas occupe la premiére place (LECLERC,
1961 ; BUSSE, 1965 ; BOCKELMAN, 1969). Il a été rapporté de plus que Pseudomonas
fluorescens est la principale espéce psychrotrophe caséolytique du lait cru. 95 % des souches
de cette espece, étudiées par SAMAGH et CUNNINGHAM (1972), liquéfient la gélatine et

produisent une protéolyse sur le lait écrémé, aux basses températures.
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Nous avons essayé de voir dans quelle mesure ces tendances, établies sur le lait
bovin, pouvaient avoir une ressemblance ou pas sur le lait de dromadaire. Nous avons ainsi
ciblé préférentiellement la recherche de cette espéce.

Les milieux de King (milieu King A et milieu King B permettent de différencier
entre les différentes espéces du genre Pseudomonas, par la mise en évidence de la production
de pigments spécifiques, pyocyanine sur King A et pyoverdine sur King B (GUILLAUME,
2004).

L’ensemencement des milieux King A et King B gélosés, coulés en boites de Pétri
est fait a partir d’'une culture de la flore psyhrotrophe identifieé sur GNO (apres quelques
repiquages successifs) par des stries en surface. L’incubation se fait aprés au moins 24h a
30°C et en aérobiose. Le test au rouge de méthyle (RM), qui présente un intérét dans
I’identification bactérien, est également utilis€¢ (JOFFIN et LEYRAL, 2006).

D’autres tests sont aussi effectués dans cette étude et qui permettent de mieux
identifier I’espéce recherchée :

- test de la catalase (GUIRAUD, 2003) ;
- test de I’oxydase (VEZINA et LACROIX, 2000) ;
- croissance a 4°C et 43°C (GUIRAUD, 2003) ;
- API 20 E qui est une micro-méthode normalisée utilisée pour réaliser le test de GEL
(Gélatinase) et ADH (arginine déshydrolase) (VEZINA et LACROIX, 1998).
2.2.3.4. Influence du temps de réfrigération
Le refroidissement du lait et son maintient prolongé au froid sont a 1’origine de
modifications d’ordre physico-chimique, biochimique et bactériologique (SMITHWELL,
1995 ; GILLIS et ECK, 1997).

Nous avons essay¢ de voir dans ces volets, les effets de la température et du temps
de réfrigération sur le comportement de la flore psychrotrophe et notamment le genre
Pseudomonas et voir leur incidence sur les caséines du lait de chamelle. La protéolyse de ces
dernicres est ainsi suivie dans les différentes conditions de conservation.

2.2.3.5. Evolution de la flore psychrotrophe au cours d’entreposage

Les analyses ont été effectuées sur du lait cru et sur du lait pasteurisé. En effet,
certains groupes microbiens produisent des enzymes protéolytiques et lipolytiques actives a
basse température mais sont thermorésistantes et se retrouvent dans le lait pasteurisé. Pour
cela, nous avons choisi deux températures de conservation, 4 et 7°C. La premiere (4°C) est la
température habituelle de stockage pratiquée par les laiteries et la seconde (7°C) est favorable

au développement des psychrotrophes. Les durées de stockage de 24 et 96h ont été choisies.




CHAPITRE Il MATERIEL ET METHODES

2.2.4. Extraction des enzymes coagulantes

L’obtention des extraits coagulants gastriques est réalisée selon la méthode décrite
par VALLES et FURET (1977) pour le bovin et adapté par nos soins aux extraits issus de
caillettes de dromadaires (figure 4).

Des échantillons de caillettes préalablement décongelées, de poids P (en g) chacun,
sont macérés a 42 °C dans un volume (V = 1.25 x P) d’une solution d’acide chlorhydrique 0.2
M pendant 60 minutes. Aprés filtration de chaque mélange, on obtient des extraits
enzymatiques brutes. Ces derniers subissent alors une clarification par addition d’1% (V/V)
d’une solution de sulfate d’aluminium (AISOy), IM et 5 % (V/V) d’une solution de sulfate de
sodium (Na2S0O4), 1M a une température de 42°C. Aprés une deuxiéme filtration, nous
obtenons un filtrat jaune auquel nous faisons subir une concentration par addition d’une
solution saturée de NaCl, additionnée a 1% (V/V) d’une solution de HCI (d= 1.19). Aprés un
repos d’une heure suivie d’une centrifugation (2100xg /20 min), nous obtenons un précipité
humide que I’on fait dissoudre dans un volume minimal d’eau distillée. Le pH de ces extraits
enzymatiques clarifiés est ajusté a 5.5 par une solution de phosphate dissodique, 1M.

Les extraits obtenus ont ét¢ dénommés ECD1 (extraits issus des animaux agés d’un
an, ECD3 (extraits issus des animaux agés de trois ans) et ECD9 (extraits issus des animaux
agés de neufs ans). La conservation de ces ECD est réalisée a 4°C apres addition de quelques
grains de thymol.

2.2.4.1. Optimisation des conditions d’extraction des enzymes coagulantes

Dans le but de déterminer les conditions optimales d’extraction des enzymes
gastriques de dromadaire, nous avons procédé a quelques modifications des conditions
expérimentales préconisées par VALLES et FURET (1977) pour le cas des enzymes
gastriques bovines. Ces modifications ont touché la phase de macération (concentration en
HCI) et la température de macération. Les variations de I’activité coagulante des extraits dans
les différentes conditions ainsi que le rendement de I’extraction ont été suivis. Pour cela, les
températures de 38, 40, 42 et 43°C ont été choisies tout en fixant la concentration d’HCI a
0.2M.

Pour déterminer I’influence de la concentration d’HCI sur 1’activité coagulante des
ECD, trois (03) concentrations (0.1, 0.2 et 0.3M) sont utilisées pour la macération tout en
maintenant la température a 42°C.

Nous avons obtenu ainsi six (06) échantillons correspondant aux différentes

conditions.

g



CHAPITRE 11 MATERIEL ET METHODES

+ Caillettes (lavees, degraissees)
Préparation des caillettes » Hachage
* Congélation (-18°C)

* Macération (poids de caillettes PU
(gy+1,25PU(g) d’HC1 0.2M a 42°C/60min)
+ Filtration (papier filtre)

+ Clarification (42°C/quelques nunutes) +1%
Clarification de Al,(SO,);(1M) +5% de Na, SO, (1M)
+ Filtration (papier filtre)

* Repos (pendant une heure)
Concentration du filtrat ’ Ceflt.rifu'gaﬁo? L
* Precipite humide

* Dissolution (eau distillee a 10% (P/V)

Ajustement de pH + Ajustement de pH=3.5 (par le
phosphatedissodique, 1M a 42°C)

+ Conservation deI'ECD (Ajout NaCl saturee
10% (v/v) + quelques grains de thymol
+ Stockage a +4°C

Conservation et stockage

Figure 4 : Protocole d’isolement des extraits enzymatiques gastriques préconisées par
VALLES et FURET (1977) pour le bovin et adapté par nos soins aux extraits issus de
caillettes de dromadaires de différents ages prélevées a I’abattoir central d’Ouargla.
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2.2.4.2. Calcul du rendement de I’extraction :
Le rendement de 1’extraction dans chaque condition est déterminé selon la relation
suivante : Rt = UP/P ; ou Rt = rendement, UP = unité présure et P : poids de la macération.
2.2.4.3. Analyse statistique des résultats

Pour chaque test trois répétitions sont effectuée. La signification des essais a ¢été

analysée en utilisant un logiciel SPSS 18.
2.2.4.4. Caractérisation des extraits coagulants gastriques

La caractérisation des extraits enzymatiques consiste en la détermination de leur
teneur en protéines (par la méthode LOWRY et al, 1951) et leurs activités coagulante et
protéolytique.

L’activité coagulante s‘exprime par la rapidité avec laquelle I’enzyme coagule le lait.
Elle est testée sur du lait écrémé par mesure du temps de floculation a 30°C selon la méthode
de BERRIDGE (1955). Ce temps correspond a la durée s’écoulant depuis 1’addition de
I’extrait enzymatique jusqu’a I’apparition de fins flocons sur la paroi interne du tube a essai.

Le procédé consiste a ajouter 1 ml d’extrait coagulant 2 10 ml de substrat standard a
30°C puis a noter le temps de coagulation. La préparation du substrat standard consiste a la
dissolution du lait de type «low heat» a 10% (P/V) dans une solution de CaCl, (0.01M) et
ajustement du pH a 6,5 par 1’ajout d’une solution de Na OH 0,1N. Cette préparation est suivie
d’une agitation magnétique pendant 15 min & température ambiante, puis d’un repos pendant
60 min. Le substrat standard est ensuite reparti dans des tubes a essais, a raison de 10
ml/tube, suivi d’une incubation dans un bain marie a 30C° pendant 15min. L’addition de
I’extrait coagulant est réalisée a raison de Iml/10ml de substrat standard. Une
homogénéisation immédiate et rapide est nécessaire. Dans le bain marie, les trois
retournements successifs du mélange aprés 30 secondes correspondent au temps zéro.
L’observation des premiers flocons correspond au temps de coagulation (figure 5).

L’unité d’activité coagulante (U.A.C.) ou "unité présure" (U.P.) est définie comme
étant la quantité d’enzyme par millilitre d’extrait enzymatique qui provoque la floculation de
10 ml de substrat en 100 sec a 30 °C et elle est calculée comme suit : UP=10xV/ T:x Q ;

avec : UP = unité présure
V = volume de substrat standard utilis¢ (ml) ;
Q = volume d’extrait coagulant (ml) ;

T.= temps de coagulation (secondes).
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Lait écrémé en poudre «Low heat »

12g+ 0,02 dissous dans 100ml de solution aqueuse de CaCl2 0,01 M

3

(15mun, agitateur magnetique 500 x g)

A 4

Pendant 60nun/Temperature ambiante).

dans des tubes a essal a raison de 10ml.

dans un bain marie a 30°C/15min).

W

Addition de I'extrait enzymatique (1 ml)

Homogénéisation immédiate par une agitation manuelle rapide

Trois retournements successifs aprés 30 sec = temps Zéro

Observation des premiers flocons correspondant au temps de coagulation

Figure 5: Mesure du temps de floculation par la méthode de Berridge (1945)
modifiée par COLLIN et al (1977).

L’activité coagulante peut étre également exprimée en Force coagulante de Soxhlet.
Cette derniére, est liée a I’unité présure par la formule rapportée par BOURDIER et LUQUET
(1981) : F=UP/0,0045 ; ou F = la force coagulante de Soxhlet.

La mesure de l’activité protéolytique des ECD est basée sur l’intensité¢ de la
protéolyse des caséines camelines en solution, sous 1’action enzymatique de ces extraits
(BERGERE et LENOIR, 1997). L’hydrolyse enzymatique des caséines aboutit a la libération
des peptides de faibles poids moléculaires, qui sont séparés des caséines non dégradées, par

addition d’acide trichloracétique (TCA) a 12% P/V). A cette concentration, le TCA permet la
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défécation des protéines et des polypeptides en laissant en solution que les peptides de faibles
poids moléculaires.

Apres filtration, la mesure de I’absorbance a 280nm permet d’apprécier la richesse en
peptides du filtrat obtenu, celle-ci étant proportionnelle a 1’activité protéolytique.

Afin d’étalonner le spectrophotomeétre, un échantillon est préparé pour servir de
témoin. Dans ce dernier, la réaction enzymatique est empéchée par I’ajout de TCA avant
I’addition de la préparation coagulante.

2.2.4.4.1. Préparation du substrat caséinique

Ce substrat est obtenu par une solubilisation a 2% (P/V) dans I’eau distillée des
cas¢éines camelines lyophilisées. Ces derniéres, sont séparées selon la méthode de SCHAMET
et al (1992), (figure 6) en suivant les étapes suivantes :

- le lait est porté au bain marie a une température de 30 a 35°C. Il est agité
légerement, pour favoriser la remontée de la maticre grasse (MG) en surface, puis centrifugé a
3500xg pendant 20min et filtré sur la laine de verre. L opération est refaite une seconde fois
pour I’¢limination totale de la maticre grasse ;

- les caséines sont précipitées a pH 4.3 comme préconisé par WONGOH et al
(1998) avec du HCI (4N). Elles sont ensuite séparées des protéines solubles du sérum par
centrifugation a 4000xg/30min. Cette opération est répétée deux fois pour éliminer toutes
traces de caséines et de protéines de lactosérum, respectivement dans le surnageant et le
précipité ;

- les échantillons de protéines totales du lait, de caséines et de lactosérum sont
dialysés contre 1’eau distillée a 4°C pendant 48 a 72 heures, afin d’¢liminer les composés
azotés non protéiques (NPN), le lactose et les sels minéraux. Le seuil d’exclusion des
membranes utilisées est de 10.000Da ;

- aprés la dialyse, les échantillons de protéines sont concentrés, congelés et
lyophilisés. IIs sont conservés sous cette forme pour des utilisateurs ultérieurs.
2.2.4.4.2. Détermination de I’activité protéolytique des ECD
Pour déterminer I’activité protéolytique des ECD, cinq étapes sont suivies :

- I’ajustement de I’activité coagulante qui consiste a la dilution des ECD brutes avec
de I’eau distillée jusqu’a un niveau qui permet d’obtenir un temps de coagulation fixé a 15min
(SHAMET et al ,1992) ;

- I’hydrolyse enzymatique est réalisée par ’incubation a 35°C pendant 60min d’un

volume de substrat caséinique (1ml) additionné d’extrait coagulant dilué (1ml) ;
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Figure 6 : Protocole d’isolement des caséines et des protéines du lactosérum a
partir du lait camelin (SCHAMET et al, 1992).
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- le blocage de la réaction enzymatique est réalisé¢ au bout de 60min d’incubation par addition
de Sml de TCA a 12% (P/V) ;
- enfin, la mesure de la protéolyse est effectuée sur le mélange filtré aprés un repos de
15min a la température ambiante.
2.2.4.4.3. Profil électrophorétique des extraits en PAGE-SDS

Le SDS (sodium dodécyl sulfate) de formule CH3-(CH2);1-SO3 Na" est un
détergent anionique qui se fixent aux protéines et leur conférent ainsi une méme charge
globale négative. Si ces derniéres sont mises dans ces conditions sous un champ électrique,
elles ne pourront se séparer que sur la base de leur taille et leur forme, autrement dit selon leur
poids moléculaire (PM).

La séparation est conduite selon la méthode de LAEMMLI et FAVRE (1973), qui
se base sur un systéme biphasique : le gel de concentration superposé sur un gel de séparation
ou les concentrations d’acrylamide et son co-monomeére, le NN’, méthyléne bis acrylamide,

sont définies par les paramétres T et C :

a+b b

T = x 100 % C = x 100 %
a+b

Ou a: acrylamide (g) ; b : méthyléne bis acrylamide (g) ; V : volume de la solution (ml)

Nos avons utilisé un gel de concentration (T = 4% et C = 2,7%), en tampon (TRIS -
HCI, pH 6,8) et un gel de séparation (T = 17% et un C = 2,7%), en tampon (TRIS - HCI, pH
8.,8)

Les échantillons protéiques sont préparés et mis en solution (a raison de 2 mg/ml) en
présence de tampon de gel de concentration dilu¢, de SDS, de 2-ME et d’eau. Ils sont chauffés
dans un bain d’eau bouillante pendant 2 a 3 mn avant I’ajout de glycérol et de bleu de
bromophénol pour suivre la migration.

A la fin de la migration, les protéines sont fixées par immersion du gel dans une
solution d’acide trichloracétique (TCA) 12% (P/V) pendant 45 minutes. Le gel est ensuite
coloré dans un solution contenant du bleu de Coomassie 0,2% (P/V) dans un mélange
(eau/méthanol, TCA ; 1/1/2%) puis décoloré par trempage répétés dans le mélange
(eau/méthanol/acide acétique ; 3 /1,5/0,3).

Pour les besoins d’étalonnage du gel, des protéines de MM connues (ovalbumine
45kDa et a-Lactalbumine 14,2 kDa) sont déposées dans un puits et séparées dans les mémes

conditions que les échantillons d’extraits enzymatiques.
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2.2.5. Coagulation du lait de chamelle par les ECD
2.2.5.1. Effet de la nature des protéases gastriques sur le temps de floculation

Chez le bovin, les proportions et ’impact des protéases gastriques, particulierement
la chymosine et la pepsine différent sensiblement selon 1’age de I’animal ou on passe d’un
rapport de (80/20) respectivement pour ces deux protéases chez un jeune bovin non sevre, a
un rapport inversé de (20/80) quand I’extrait émane de caillettes de bovin adulte.

Comme la physiologie du dromadaire est particuliére sur pas mal de points, nous
avons essay¢ de voir si on avait une différence similaire chez cet animal et surtout déterminer
I’extrait possédant I’activité coagulante la plus marquée.

Pour cela, les temps de floculation du lait de dromadaire par les différents extraits
coagulants (correspondant aux ages cités) sont mesurés dans différentes conditions de pH et
de température. Le lait de vache est utilisé pour les besoins de la comparaison.

2.2.5.2. Optimisation du temps de floculation

L’objectif est d’essayer de faire ressortir les conditions optimales de pH et de
température permettant d’avoir le meilleur temps de floculation du lait camelin traité avec par
les ECD de différents ages.

Le temps de floculation de chaque ECD est mesuré pour un échantillon de lait
camelin cru. 10 ml de lait sont introduits dans un tube a essai avec une concentration
déterminée de solution de CaCl, (1M) et thermostaté a la température désirée, apres addition
de 1ml de ’ECD. La concentration de chaque ECD est telle que la floculation du lait, au pH
6,3, a lieu aprés environ 15 minutes, a une concentration de CaCl, de 0,01M et a la
température de 30°C.

La variation du pH du lait (5.8 ; 6 ; 6.3 et 6.6) est obtenue par 1’utilisation de 1’acide
lactique (1N). La mesure se fait a différentes valeurs de température (30 ; 37 et 42 °C).

Cette mesure du temps de floculation du lait, traité avec les différents ECD, est
réalisée trois fois a différentes valeurs de pH et de température.

2.2.5.3. Recherche du pH optimal

Le pH a une forte influence sur 1’activité enzymatique de ces préparations et par
conséquent sur le temps de floculation du lait (RAMET, 1997).

Dans le but de rechercher les meilleurs conditions d’activités enzymatiques, nous
avons examiné I’effet valeurs suivantes de pH : 5,8 ; 6 ; 6,3 et 6,6 sur I’activité produite.

L’expérimentation est conduite en bloc. Pour cela, trois blocs représentant les trois

répétitions sont confectionnés. Il comporte chacun quatre unités expérimentales du lait
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dedromadaires dans les mémes conditions de température et de concentration en CaCl, mais
se distinguant par la valeur du pH adoptée et la nature (age) de chaque ECD brute.
2.2.5.4. Recherche de la température optimale

La température du lait de dromadaire est ajustée aux valeurs de 30 ; 37 et 42 °C. Les
temps de floculation sont alors mesurés pour chaque température et pour chaque ECD. La
moyenne de trois répétitions (non éloignées) permet d'obtenir un temps de floculation pour
chaque température et pour chaque préparation coagulant.

L’expérimentation est conduite en dispositif expérimental de type carré latin. Ce
choix se justifie par le fait qu’il s’agit de comparer entre trois unités expérimentales répétées
trois fois. Ces unités expérimentales renfermant du lait de dromadaire au pH et concentration
en CaCl, identiques et ne different entre elles que par la valeur de la température. Le temps de
floculation est alors mesuré a chaque valeur de température et pour chaque ECD brute.

2.2.5.5. Recherche de la concentration en CaCl, optimale

Afin de déterminer la concentration en CaCl, qui permettra d’obtenir le meilleur
temps de floculation pour chaque ECD brute, nous avons réalisé des essais en bloc. Pour cela,
trois blocs représentant les trois répétitions sont confectionnés. Ils comportent chacun quatre
unités expérimentales du lait de dromadaires dans les mémes conditions de pH et de
température mais se distinguent par la valeur de la concentration adoptée et la nature de
I’ECD. Les différentes concentrations choisies sont (0 ; 0,01 ; 0,02 et 0,03).

Pour I’ensemble de ces tests, la signification statistique des essais a été réalisée en

utilisant un logiciel d’analyse approprié.

2.2.6. Purification des extraits coagulants bruts de dromadaire par
chromatographie échangeuse d'ions
Afin de comparer entre les extraits coagulants bruts et ceux obtenus apres
purifications, nous avons opté pour l'utilisation d'une méthode de séparation
chromatographique sur colonne, en utilisant la diéthylaminoéthyl (DEAE), qu'est une résine
¢changeuse d'anions. Cette technique présente l'avantage d'étre non dénaturante et a été
utilisée avantageusement sur les extraits enzymatiques similaires d’origine bovine
(WANGOH, 1993).
Le principe consiste a fixer les protéines par l'intermédiaire de leurs charges
négatives, sur les charges positives de la DEAE puis de les décrocher par passage de tampons

ayant des concentrations croissantes en chlorure de sodium.
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Le gel est coulé sur une colonne (1,0 x 10cm). Il est ensuite équilibré par passage
d’environ 10 fois son volume avec du tampon phosphate de sodium pHS, 5. Environ 10 ml
d’extrait brut, de pH ajusté a 5,5 (avec du tampon phosphate dissodique 1M) est déposé en
haut de la colonne. Le débit d’¢lution est de 30 ml/h. Des fractions de 4 ml sont collectées par
le passage sur la colonne d'un gradient discontinu de concentration croissante (0 ; 0,1 ; 0,2 ;
0,3;0,4;0,5;0,6;1,0mole/l) en NaCl.

La lecture de la densité optique est effectuée a I’aide d’un spectrophotomeétre UV a
280 nm. Les fractions actives subissent une caractérisation (activités coagulante et
protéolytique). Les teneurs protéiques des fractions collectées sont estimées par la méthode

de LOWRY etal (1951).

2.2.7. Etude du mode de conservation des extraits coagulants

Dans le but de suivre la stabilité¢ des extraits coagulants de dromadaire, trois modes
de conservations ont été testés a savoir la réfrigération (a2 + 4°C), la congélation (a — 20°C) et
la lyophilisation. L’évolution des activités coagulante et protéolytique est suivie aprés chaque
mois de conservation. Nous avons choisi de travailler sur les extraits coagulants issus de
dromadaires adultes. Pour cela, trois lots d’échantillons sont préparés. Chaque lot, destiné a
un mode de conservation est composé de trois échantillons. La moyenne des trois répétitions
est prise en considération. (Tableau X).

Tableau X: Désignations des lots expérimentaux pour la conservation

des extraits coagulants de dromadaire

N° du lot N° de I’échantillon Mode de conservation
Lot1 E1R ; E2R ; E3R Réfrigération a 4°C
Lot2 E4C ; E5C ; E6C Congélation a -20°C
Lot3 E7L ; ESL ; E9L Lyophilisation

2.2.8. Essai de fabrication de fromage frais camelin et bovin par I’utilisation des
extraits coagulants de dromadaires.

Le procédé¢ de fabrication utilisé découle d’un protocole établi par RAMET (1993)

pour les fromages frais a partir du lait de dromadaire avec quelques modifications des

parametres d’emprésurage tels que le pH et la température.
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Le lait qui a servi a la fabrication du fromage est un lait pasteurisé comportant 2%
de matiere grasse.

Le lait est réparti dans des béchers de 500ml. Apres abaissement du pH a une valeur
voisine de 5.8 (pH optimal des extraits enzymatiques), on ajoute Sml de cet extrait dans
chaque bécher et on laisse coaguler a une température de 42°C (température optimale de
I’extrait coagulant). D¢s la séparation de deux phases du lait (lactosérum et caill¢) on verse le
mélange sur un tissu filtrant pour faciliter I’égouttage. Le dispositif est mis dans le
réfrigérateur durant une nuit. Le lactosérum qui s'égoutte est recueilli en totalité. Le poids du
lait et du caillé sont noté pour servir au calcul du rendement selon 1’équation suivante :

Le rendement = le poids du caillé/ Le poids du lait x 100
2.2.8.1. Etude de la texture du fromage

La texture peut étre évaluée au moyen de techniques instrumentales (rhéologiques)
ou sensorielles. Les méthodes rhéologiques dites imitatives permettent de couvrir la quasi-
totalité de la définition texturale d’un produit en reproduisant partiellement la mastication
humaine. Elles présentent 1’avantage d’étre corrélées a I’analyse tout en étant plus faciles a
mettre en ceuvre (LAITHIER et al, 2009).

Dans la présente étude. L’analyse du profil de texture (TPA) avec des options
appliquées a l'analyse du fromage (XINHUAI et XIAOTING, 2009), est pratiquée pour
déterminer les caractéristiques physiques des deux caillés (bovin et camelin). Avant
d’entamer ces essais, les caillés sont mis hors du réfrigérateur et conservés a la température
ambiante pendant 1 h avant le test. Pour I'échantillonnage, un carottier en acier inoxydable
avec un diametre interne de 23 mm a ét¢é utilisé¢. Chaque échantillon a été coupé a une hauteur
de 20 mm et placé sur la plaque de l'analyseur de texture. Une sonde en acrylique de 10 mm
de diametre (P/0.5) a été utilisée. Chaque échantillon a ét¢ comprimé axialement a 50% de
leur hauteur initiale. La vitesse d'essai, le temps, la distance et la force de déclenchement sont
respectivement de 5 mm - s',5,0s, 10,0 mm et 5,0 g. La dureté, I’adhésivité, la cohésion et

I'¢lasticité ont été les parameétres calculés par l'instrument.

2.2.13.2. Evaluation organoleptique des fromages
L’acceptabilit¢ des échantillons de fromage a été¢ évaluée par un jury de 25
dégustateurs, composé d’étudiants, de techniciens du laboratoire et d’enseignants familiarisés

avec les fromages et assez connaisseurs en qualités organoleptiques.
Les attributs de I’évaluation sensorielle : couleur de la pate, texture, saveur et

I’acceptabilité globale, ont été considérés par les membres du jury, Les fromages ont été

-
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aléatoirement codés et servis en une seule fois pour chaque test. Il a ét¢ demandé aux

membres de jury d’établir une liste de défauts.

Une Fiche de dégustation (figure 7) a été remise a chaque descripteur, ou il doit

noter I’intensité de perception en cochant la case correspondante .Dans la présente étude ,

I’évaluation des fromage est basé¢ sur 1’acceptabilité globale du dégustateur.

Texture 1 2 3 4 6 7
(pate) -Homogénéité mauvaise bonne trés bonne
1 2 3 4 6 7
-Couleur claire moyenne foncée
1 2 3 4 6 7
-Fermeté molle moyenne ferme
1 2 3 4 6 7
-Souplesse Faible moyenne bonne
Gout 1 2 3 4 6 7
-Acide plus acide acide trés acide
1 2 3 4 6 7
-Amer pas amer amer trés amer
1 2 3 4 6 7
-Salé Pas salé salé trés salé
1 2 3 4 6 7
-Typique pas typique typique trés typique
Croute 1 2 3 4 6 7
-Dureté faible moyenne forte
1 2 3 4 6 7
- Couleur Claire moyenne foncée

Figure 7 : Fiche de dégustation du fromage.
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3. Résultats et discussions

3.1. Composition physico-chimique des laits collectés
Les résultats des parameétres physico-chimiques des laits collectés a travers les
régions considérées sont donnés dans le Tableau XI. Les valeurs indiquées correspondent

aux moyennes de trois répétitions (avec leurs variations respectives).

Tableau XI : Analyses physico-chimiques des laits de chamelles
collectés dans les régions de Ghardaia, EI-Oued et Ouargla.
Comparaison avec les valeurs obtenues sur le lait de vaches prelevé a Ouargla.

Origine du lait Lait de chamelle
Lait de vache
Parameétres (Quargla)
Ghardaia El-oued Ouargla
pH (a 25 °C) 6,55 + 0,01 6,53 +0,5 6,52+ 0,01 6,66 + 0,05
Acidité titrable 17, 5 £0,05 17,6 £ 0,05 17,7 £ 0,03 16+ 0,1
(°Dornic)
Densité (a 20 °C) 1,028+ 0,02 1,028 £ 0,001 1,029 £ 0,05 1,034 +£0,17
Matiére seche (g/1) 109,2 + 0,05 108,90 £ 0, 22 109,83 £ 0,37 126 £ 0,20
Cendres (g/1) 9,39+ 0,11 8,59 +0,15 8,76 £ 0,1 9,95+0,13

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais ;
La différence non significative entre la composition du lait de chamelle des différentes régions (p>0,05).

3.1.1. pH et acidité

Les valeurs du pH des laits issus des trois régions de collecte sont trés proches 1’une
de l'autre (valeur moyenne égale a 6.53). Ceci peut étre dii a I’identité du climat et de la
végétation dans ces milieux.

Le lait camelin serait légerement plus acide que les laits humain et bovin qui ont des
pH respectifs égaux a 7.01 et 6.6. Ceci peut étre dii a une forte concentration en acides gras
volatiles (YAGIL, 1985) et a la teneur relativement ¢levée en vitamine C du lait de
dromadaire (SALEY, 1993).

Ces valeurs sont globalement similaires a celles rapportées par d’autres auteurs
(ABULEHIA, 1994 ; LARSSON-RAZNIKIEWICZ et MOHAMED, 1994 ; KAMOUN,
1995; ZIA UR-RAHMAN et HAQ, 1998). Alors que d’autres auteurs (SAWAYA et al, 1984
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; HASSAN et al, 1987 ; GORBAN et IZZELDIN, 1997 et ABU-TARBOUSH et al, 1998)
signalent des tendances plus faibles (autour de 6.4) ou plus ¢élevées (autour de 6.7).

En ce qui concerne I’acidité titrable, elle est de I’ordre de 17°D. Cette valeur se situe
dans la fourchette des travaux rapportés sur le lait camelin. Certains avancent une acidité de
I’ordre de 14°D (SAWAYA et al, 1984 ; MEHAIA, 1993a), alors que d’autres tels que
SIBOUKEUR et al (2005) rapportent des valeurs supérieures (autour de 18°D).

Ces variations sont dues probablement au stade de lactation et au type d’alimentation
car le pH ainsi que le golt du lait peuvent dépendre de la nature des fourrages et de la
disponibilit¢ en eau (GORBAN et IZZELDIN, 1997). Par ailleurs, la privation en eau se
traduit par une diminution du pH qui peut atteindre une valeur de 6,3 apreés 7 jours de
déshydratation (KOUNIBA, 2002). Cette acidité inhibe la croissance d’especes bactériennes
nuisibles et contribue ainsi a sa conservation. De plus, selon ALAIS et LINDEN, (1997) un
faible changement de pH du coté acide a des effets importants sur 1’équilibre des minéraux
(formes solubles et insolubles) et sur la stabilité de la suspension colloidale de caséine.

Le lait camelin, caractérisé¢ par un effet tampon plus €levé par rapport au lait bovin
(ABUTARBOUSCH, 1996), permet d'expliquer 'absence de relation directe entre le pH et
l'acidité titrable.

3.1.2. Densité

La valeur de la densité des échantillons de lait camelin se situe en moyenne a 1,028 +
0,02. Elle est inferieure a celle enregistrée pour le lait de vache (1,034t 0,17) et est
globalement comparable aux valeurs qui sont comprises dans I’intervalle de 1.0250-1.0380,
d’aprés une compilation de diverses sources : FARAH (1993); DAGET et LHOST (1995);
KAMOUN (1995) et LARSSON-RAZNIKIEWICZ et MOHAMED (1994)

La densité dépend directement de la teneur en mati¢re seche, liée fortement a la
fréquence d’abreuvement. Ce qui explique la variabilité des valeurs citées par différents
auteurs.

3.1.3. Matiére séche

La teneur moyenne en matiere seche totale des laits collectés est de 1’ordre de
109,2 g/1 £0.05, inférieure a celle relevée pour le lait de vache (126 g/l £0.2). Cette teneur est
assez similaire aux valeurs rapportées dans d’autres pays par ELAMIN et WILCOX (1992) et
ZIA UR-RAHMAN et HAQ (1998). Néanmoins les laits collectées semblent moins riches
comparativement aux teneurs plus élevées (entre 121 et 131g/l) signalées par ABULEHIA
(1989); DIALLO (1989); KAMOUN (1993) et LARSSON-RAZNIKIEWICZ et
MOHAMED (1998).
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Selon RAMET (1998), cet écart est plus marqué en saison chaude, lorsque les
animaux subissent un stresse hydrique qui accroit la teneur en eau du lait. De méme, YAGIL
et ETZION (1980) ont noté que le passage d’un régime hydraté a un régime pauvre en eau
fait chuter trés sensiblement le taux de matiére séche totale de 14,3 a 8,8 %. La teneur en
matiére séche du lait varie également en fonction du stade de lactation (BENGOUMI et al,
1994). Ainsi, le taux diminue durant le mois suivant le vélage, puis augmente suite a
I’accroissement en matiere grasse et en azote (ANONYME 4, 1995).

3.1.4. Cendres

Les laits analysés donnent une valeur de I’ordre de 9,39 g/I, qui est comparable a
celle trouvée par DAILLO (1989) en Mauritanie (8,83 g/l). La teneur en cendres des laits
analysés est néanmoins supérieure a celles rapportées par d’autres auteurs: (6 pour
LARSSON-RAZNIKIEWWICZ et MOHAMED, 1994 ; 7,6 pour FAYE et al, 1998 ; 7,8 pour
ZIA UR-RAHMAN et HAQ, 1998 et enfin 8,1 g/l pour KAMOUN, 1998).

D’apres YAGIL (1985), le taux de cendres du lait de chamelle varie dans une large
mesure selon 1’apport alimentaire. Il est plus faible dans le lait d’animaux déshydratés. Cette
variation parait consécutive aux quantités de lait produites (ELAMIN et WILCOX, 1992) et
au stade de lactation (FARAH, 1993).

3.1.5. Teneurs en éléments nutritifs.

Afin de situer la richesse relative du lait de dromadaire collecté, comparativement au
lait de référence, nous avons dosé les principaux €léments nutritifs sur les mélanges des
différents laits collectés a Ghardaia, El Oued et Ouargla (Tableau XII).

Tableau XI1: Analyse des constituants du lait de chamelles issu de mélanges
de lait collecté dans les régions de Ghardaia, EI-Oued et Ouargla.
Comparaison avec les teneurs du lait de vache prélevé a Ouargla.

Parameétres Lait de chamelle Lait de vache
Lactose (g/1) 35.23+0,24 38.13+0,34
Matiére grasse (g/1) 30+£0,05 35+0,06
Protéines totales (g/1) 33,98 g/l + 2,64. 34 +£2,64
Protéines sériques (g/1) 9.21 £0,17 7.35£0,15
Caséines (g/l) 27,77g/1£2,23 26.65 +£1,95
Vitamine C (mg/]) 45+0.03 18 +£0.02

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais ;
La différence significative entre la composition du lait camelin et celle de lait bovin des différentes régions (p<0,05).
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3.1.5.1. Lactose

La teneur moyenne en lactose du lait collecté est égale a 35.23 g/l. Cette teneur est
inferieure a celle du lait bovin (38.13 g/l), et beaucoup plus faible par rapport a celle du lait
humain (70 g/1). Elle est aussi plus faible que celles rapportés par de nombreux auteurs a
savoir GNAN et SHEREHA, (1986) avec 56.1 g/l pour les six premiers mois de lactation,
KIHAL et al, (1999) avec (45.1 g/1+3) et MEHAIA et al. (1995) (44 g/1). Elle se rapproche
de celles rapportées par KARUE (1994), en Arabie Saoudite, pour la race Somali (36.5g/1).

Elle est toutefois supérieure a celles rapportées par GORBAN et IZZELDIN, (1997)
avec 25.6 g/l £1.0. La teneur en lactose du lait camelin semble dépendre non seulement de la
race mais aussi du stade de lactation et de I'état d'hydratation. Elle est faible pendant les
premieres heures qui suivent le vélage et subit une augmentation de 36 % de la teneur initiale,
24 heures aprés. Une diminution de 37 % de la teneur initiale a été constatée en cas de
déshydratation des chamelles (YAGIL et ETZION 1980 b). Ces modifications dans la teneur
en lactose sont a 1’origine des variations dans la saveur du lait camelin.

3.1.5.2. Matiere grasse

La valeur moyenne relevée pour la teneur en matiére grasse du lait de chamelle
étudié est de 30 g/l £ 0,05. Elle semble étre plus faible que celles des laits bovin (35g/1 = 0,06)
et humain (45). Elle est comparable a celle rapportée pour la race Hamra (28.5 g/l selon
MEHAIA et al, 1995). Néanmoins, elle se situe entre des valeurs extrémes, relevées pour la
race Somali (56 g/l selon KARUE, 1994) et pour la race Wardah (24.6 g/l selon MEHAIA et
al, 1995).

I1 est établi qu’en dehors de la race, le rang de la traite influe sur le taux de matiére
grasse. En effet, la traite du matin donne un lait relativement pauvre en mati¢re grasse par
rapport a celui des autres traites (KAMOUN, 1994).

3.1.5.3. Protéines totales

Comme indiqué dans le tableau XII, la teneur moyenne en protéines totales, égale a
33,98 g/l £ 2,64, se rapproche de celles du lait bovin 34 & 2,64. Elle est beaucoup plus élevée
par rapport a celle du lait humain (12 g/1).

Les références signalent que le taux protéique peut varier entre 21.5 g/l (GNAN et al
(1994) et 46g/1l MOHAMED et al (1989).

YAGIL et ETZION (1980a) signalent que la teneur protéique atteint des valeurs comprises
entre 4.6 et 5.7 % en régime hydraté ou entre 2.5 et 3.3 % en régime peu hydraté. Quant a sa
composition, elle varie en fonction des stades de lactation. Selon KAMOUN (1994), les deux

premiers mois de lactation se caractérisent par une diminution des taux, protéinique et
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butyreux du lait camelin. Ces derniers atteignent une valeur minimale coincidant avec le pic
de lactation, puis retrouvent, en fin de lactation, un niveau comparable a celui de départ.
3.1.5.3.1. Protéines sériques

La teneur en protéines sériques des échantillons analysés est égale 9.21 £ 0,17, ce qui
représente 21 % des protéines totales. Ce taux semble étre 1égérement supérieure a celui des
laits bovin (7.35 £ 0.15) et humain (7 g/l). Des teneurs proches sont évoquées par certains
auteurs (9g/l selon ABU-LEHIA, 1987 ; 10g/l selon BAYOUMI, 1990 et 8.59 g/l, selon
KIHAL et al, 1999). FARAH (1993) donne par contre des valeurs inferieures (7g/1). Une
teneur plus élevée est rapportée par ABU-LEHIA, (1994) pour la race Majaheem (11.2 g/
+0.6).

3.1.5.3.2. Caséines

La teneur moyenne en casé€ines des échantillons de lait analysés est égale a
27,77g/1 £ 1,28, soit 79% des protéines totales. Elle se rapproche de celle des caséines bovines
(26.65g/1) et reste en revanche nettement supérieure a celle du lait de femme qui est égale a
5¢g/1 (soit 42 % des protéines totales).

La teneur en caséines camelines enregistrée dans cette étude est similaire a celle
enregistrée par KAMOUN, (1994), avec 28.8 g/I+£3.5. Par contre, elle semble étre 1égérement
inferieure a celle rapportée par KIHAL et al, (1999) sur une étude réalisée en Algérie avec
24.53 g/l (soit 74.1% des protéines totales). D’un autre coté, ABULEHIA, (1987) signale des
taux de caséines plus faibles (entre 19 et 23 g/l).

La différence entre les teneures en caséines rapportées par ces auteurs revient
probablement a la saison de la récolte de lait ou les teneurs les plus faibles sont enregistrées
en période estivale (KAMOUN, 1998).

3.1.5.4. Vitamine C

La teneur en vitamine C des échantillons analysés est égale a 45mg/l = 0.03 bien
supérieure a celle rapportée par Farah et al (1992) (37.4 mg/l) et MEHAIA (1994b (24.9
mg/l).

Malgré cette variabilité, il demeure entendu que la teneur en vitamine C du lait camelin
est trés largement au dela du seuil relevé dans le lait bovin (qui se situe autour de 20 mg/1).
Cette caractéristique rehausse davantage 1’intérét nutritionnel du lait de dromadaire d’autant

que dans les régions arides ou semi arides I’apport alimentaire e, fruits et [égumes est réduit.
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3.1.6. Composition minérale
La détermination du détail de la composition minérale est un choix volontaire au
regard des implications que ces oligoéléments sont susceptibles d’avoir sur 1’activité
enzymatique recherchée des enzymes coagulantes. Les résultats sont consignés dans le

tableau XIII.

Tableau XI11. Composition minérale du lait de dromadaire collecté a Ouargla, EI Oued

et Ghardaia ; comparaison avec les teneurs du lait de vache.

Macroéléments (mg/1) Lait de chamelle (et origine de prélévement) Lait de vache
Quargla El-Oued Ghardaia Ouargla
Ca 1229 + 0,5 1229,5+ 0,25 1225,85+ 0,13 1000-1500
Mg 107,88 = 107,18 £ 0,41 111,31+ 0,45 120 +£ 0,76
Cl 1690+ 0,5 1450+ 0,5 1530 £ 0,5 1190+ 0,5
Na 893,28 +£3,05 817,23 +£0,51 821,74 + 1,21 460 + 022
K 1561,98 +1,26 1497,67+ 1,27 1561,27 + 1,05 1450 + 045
Oligo éléments (mg/1)
Fe 2,39+0,005 2,32+0,005 2,35+0,005 0,4+ 0,04
Cu 0,49+0,005 0,11+0,01 0,22+0,02 0,03 + 0,07
Zn 3,53+0,25 3,66+0,11 2,90+0,01 3.70 £ 0,05
F 0,37+0,01 0,42+0,005 0,36+0,01 0.15+£0,06
Pb 1,09+0,01 1,07£0,05 0.99+0,03 0,002 +£0,03

Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais ;
La différence non significative entre la composition du lait de chamelle des différentes régions (p>0,05).

Il apparait que globalement, les teneurs en €léments chimiques des laits des trois
régions sont trés rapprochées. Cela est du probablement a la ressemblance du parcours
traversé par le dromadaire.

Les valeurs relatives aux macroéléments sont néanmoins assez ¢levées. Elles sont
situées dans les limites de celles signalées dans la littérature, notamment pour le sodium, le
chlore et le potassium (YAGII et ETZION, 1980 ; SAWAYA et al, 1989 ; BENGOUMI et al,
1994 et MIETTON et al, 1994). Ces ¢lévations s’expliquent par la salinité considérable des
sols et des eaux de boisson de la région qui est caractérisée par la présence des sebkhas et des
chotts dans lesquelles les plantes dominantes sont les halophytes. D’aprés LASNAMI, (1986),
le sel joue un grand réle dans 1’alimentation du dromadaire, il exerce sur lui un véritable

tropisme. Ces éléments minéraux sont indispensables par leurs roles physiologiques :
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- le potassium est un 1’élément dont la teneur est trés importante dans le lait et son
augmentation dans I’alimentation des animaux augmente le rendement laitier (RASHED,
1994) ;

- le lait demeure la source principale de calcium alimentaire. Cet élément, sous sa forme
soluble et ionique, est absorbé plus efficacement par 1’organisme (AMIOR et al, 2001). 11 est
essentiel a la coagulation du sang (JEAN-BLAIN, 2002). Le coefficient d’utilisation digestive
du calcium chez le dromadaire est de I’ordre de 40% ce qui correspond a des valeurs plus
¢levée que chez les bovins. Chez les femelles allaitantes, 1’assimilation est augmentée et ne
parait pas perturbée par 1’état de déshydratation ;

- selon BENGOUMI et al, (1994), les variations des teneurs du lait en magnésium, qui
joue le role d’activateur de plusieurs enzymes, sont essentiellement liées a 1’apport
alimentaire en cet ¢lément. Comme le calcium, une grande partie de magnésium se trouve
sous forme liée au sein de la micelle de la caséine.

Les analyses statistiques ont montré que les concentrations en macro¢léments
contenus dans les laits issus des régions de prélévement présentent une différence non
significative, excepté pour le potassium.

Par ailleurs la recherche des oligo-¢léments dans les laits collectés a permis de mettre
en évidence dans bien des cas des écarts entre les valeurs obtenues et celles signalées par
différents auteurs.

Pour le fer, la concentration obtenue (2.39 mg/l) se situe dans la fourchette rapportée
par la littérature (BENGOUMI et al, 1994) avec 3.41mg/l et (GORBAN et IZZELDIN,1997)
avec 2.00 mg/l. Le lait bovin présente une teneur nettement plus faible (0,4mg/1). Dans le lait,
le fer se trouve partiellement sous forme organique (li¢ avec la caséine) et une partie sous
forme inorganique (ions libres). Selon JEAN-BLAIN, (2001), les teneurs en oligo-¢éléments et
en fer varient de fagon plus aléatoire en fonction de I’alimentation de la femelle.

Le taux de cuivre obtenu est de 1’ordre de 0,46 mg/l. Cette teneur est supérieure a
celle rapportées par BENGOUMI et al (1994) avec 0,11 mg/l. Cependant, elle est plus faible
que celles trouvées par SAWAYA et al (1984) avec 1,63 mg/l et Mchaia et al (1995) avec
1,42 mg/l.

La concentration du cuivre dans le lait est directement liée a la teneur en cuivre dans
I’alimentation du dromadaire, qui dépend a son tour de la teneur en cuivre assimilable par les
plantes. Selon N’POUNA (1982), les sols salés et Sahariens ne sont pas favorables pour

I’assimilation de cuivre par les plantes. Ce qui peut étre une des raisons de la faible
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concentration en cuivre dans les laits collectés mais qui reste toutefois supérieure a celle du
lait bovin (0,03mg/1).

La teneur en zinc des laits analysés est de I’ordre de 3,53+0,25mg/l. Ce résultat est
supérieur a ceux de BENGOUMI et al (1994) avec 2.87 mg/l et GORBAN et [ZZELDIN
(1997) avec 2.00 mg/l. Par contre, SAWAYA et al (1984) obtient des teneurs plus élevés
estimées a 4,47mg/l. Pour cet ¢lément minéral, le lait bovin (avec 3,70mg/l) et camelin ont
des teneurs relativement similaires.

Concernant les teneurs en fluor et en plomb, estimées respectivement a 0.37 et 1,09
mg/l, elles ne sont pas plus élevées que celles rapportées par différents auteurs (ELAMIN et

WILCOX, 1992 et ANONYME 5, 1995).

3.2. Qualité hygienique et evolution des microorganismes au cours de I’entreposage
réfrigéré

Outre la mesure du pH et de I’acidité titrable, la fraicheur du lait collecté a été
évaluée par I’estimation de sa charge en micro-organismes mésophiles.

L’activit¢ métabolique des bactéries présentes dans le lait s’apprécie par la
modification du potentiel d’oxydo-réduction dii au pouvoir réducteur de certaines especes
microbiennes (PETRANSXIENE et LAPIED, 1981). Ainsi, la rapidité de la décoloration du
bleu de méthyléne est directement proportionnelle au nombre des germes présents
(LARPENT, 1997).

Le test sommaire de la réductase appliqué a montré, pour 1’ensemble des échantillons
analysés, que la décoloration du bleu de méthyléne a lieu a des durées supérieures a 5 heures.
Ce lait, qui pourrait avoir de ce fait une charge microbienne comprise entre 2 x10° et 2 x10°
bactéries / ml (LARPENT, 1977), peut étre considéré comme ayant une bonne qualité
hygiénique. Notons que les échantillons du lait testé étaient congelés avant d’étre analysés.

Selon LARPENT (1997), ce traitement de refroidissement retarde considérablement,
la durée de réduction des colorants. FAYE et LOISEAU (2002), estiment toutefois que le
refroidissement freine la croissance bactérienne mais n'élimine pas les micro-organismes
présents dans le lait. Il favorise toutefois la prédominance de micro-organismes

psychrotrophes, peu réducteurs.

X
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3.2.1. Dénombrement des microrganismes psychrotrophes et recherche de
Pseudomonas dans le lait camelin frais

Nous avons procéd¢ dans cette étude a 1’isolement et au dénombrement de la flore
psychrotrophe totale et le genre Pseudomonas a partir des échantillons de lait cru et du lait
pasteurisé soumis a I’entreposage réfrigéré.

Les résultats relatifs aux examens macroscopique et microscopique des colonies
apparues sur la gélose nutritive (annexe ...) montrent que la culture apparait sous forme de
colonies rondes de petite taille, de couleur blanche et d’un aspect muqueux. Les bactéries sont
Gram'. Elles sont trés nombreuses et douées d’une mobilité flagellaire visible sous
microscope optique a grossissement (x100).

Ces caracteres morphologiques et les différents tests biochimiques permettent
d’identifier la souche isolée comme étant une souche appartenant a 1’espéce Pseudomonas
fluorescens (GUIRAUD, 2003). Ce résultat est confirmé par la production de la pyoverdine
sur milieu King B (KING et al ,1954) (photographie en annexe). Sachant que la production de
pyoverdine, est favorisée par une teneur ¢élevée en phosphate de milieu King B
(GUILLAUME, 2004).

Le nombre d’UFC/ml relatif a chaque flore est porté sur le tableau XIV

Tableau X1V : Nombre d’UFC /ml de la flore Psychrotrophe totale et de Pseudomonas
fluorescens présente dans le lait frais.

Type de microorganismes Nombre d’UFC/ml (N)
Psychrotrophes totaux 12,1x10*
Pseudomonas fluorescens 7x10*

)
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Le pourcentage des Pseudomonas par rapport a la flore Psychrotrophe totale est de 37%
(figure 8)

Psychrotrophes
totaux

Figure 08: Part des germes Pseudomonas par rapport a la flore psychrotrophe

totale présente dans le lait camelin frais.

Ce résultat se rapproche de celui de REINHEIMER et al (1990) qui déclarent que le
genre Pseudomonas représente 51% des bactéries psychrotrophes.

La fluorescence de 1’espece Pseudomonas fluorescens est due a la production d'un
pigment appelé fluoresceine (pyoverdine) de couleur jaune a vert. Sa température de
croissance optimale se situe entre 25 et 30 °C. Sa croissance a 42 °C est négative : ce point est
important pour la différencier de Pseudomonas aerogenosa (LERICHE et al, 1999).

En se référant aux travaux de Thomas (1978) relatifs a la qualité bactériologique du
lait cru, nous pouvons considérer que les conditions d'hygiéne lors de la collecte du lait sont
satisfaisantes, puisque pour les échantillons prélevés, le nombre total de la flore
psychrotrophe, est inférieur 4 5.10* bactéries/ml. La contamination en ces germes, toujours
nettement inférieure au baréme préconis¢ (N < 1.10* bactéries/ml), permet d'assurer une
bonne conservation du lait pendant 48 h a 4° C.

La contamination du lait par les bactéries psychrotrophes est un probleme d'hygiéne.
Ces germes sont largement disséminés dans la nature. Leur présence dans le lait cru est due a
des pollutions dont I'importance dépend des conditions de propreté de la traite et du matériel
de collecte, de transfert et de conservation du lait, de la qualité des eaux de nettoyage et de

rincage, et du mode d'alimentation de bétail (VERON, 1987).
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En plus de ces différentes sources de contamination, la prédominance de genre
Pseudomonas dans le lait est liée a 1'état sanitaire de I’animal et a I'équipement laitier
(MILLIERE et VEILLET-PONCET, 1972).

Les espéces appartenant au genre Pseudomonas sont dotées d’une grande activité
métabolique (Protéolyse, lipolyse et dégradation des substances carbonées) (THIERRY,
1997). THOMAS et THOMAS, (1973), ont montré que 51 a 97 % des souches
psychrotrophes isolées de laits crus sont fortement protéolytiques et SCHULTZE et
OLSEN(1970) rapportent que 90 % des cultures de bactéries psychrotrophes isolées de laits
ou de produits laitiers sont soit protéolytiques, soit lipolytiques et que 66 % possédent ces
deux activités.

3.2.2. Evolution de la flore psychrotrophe du lait en fonction de la durée de
I’entreposage.
3.2.2.1. Entreposage a 4°C.

Le suivi de la flore psychrotrophe et de Pseudomonas, effectué sur les laits crus et
pasteurisés pendant différentes durées d’entreposage a 4°C a montré qu’il y’a une
prolifération considérable de ces germes du premier au quatrieme jour.. Les résultats sont
illustrés par les histogrammes représntés dans la figure 9. Notons que cette prolifération est
plus importante pour les Pseudomonas.

En outre, il a été rapporté que la multiplication de ces deux types de microorganismes
ne commence que dans les 3 ou 4 heures qui suivent la traite pour se multiplier ensuite par
100 en 48 heures a +4°C (MONSALLIER, 1994). Ces germes sont capables de se développer
a des températures < 5°C pouvant survivre méme aprés 48 h de conservation (PAGLIA,
1996 ; GLANSDORF, 1999).

Les résultats de notre étude concordent avec ceux obtenus par LOMBARKIA et al,
(2002) sur le lait de vache qui concluent que la flore psychrotrophe évoluent pendant la durée
de I’entreposage et son nombre augmente plus rapidement a 96 h. Toutefois, c’est le genre
Pseudomonas qui a le plus d'importance du point de vue technologique car il est le plus apte a
s'y développer et & y provoquer des altérations par la production des lipases et des protéases
thermorésistantes a 1’origine de la détérioration des aptitudes a la transformation du lait

(PETRANSXIENNE et LAPIED, 1981).

*
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3.2.2.2. Entreposage a 7°C.

Cette étude a revelé que 1’évolution du nombre des Pseudomonas est plus importante
pendant 1’entreposage du lait cru a 7°C (figure 10 ) par raport aux psychrotrophes dont le
nombre reste presque constant.

L’augmentation du nombre de Pseudomonas dans le lait pasteurisé a jo+24 et jot96
s’explique par le fait que probablement les psychrotrophes vivant dans le lait de chamelle
possédent une resistance thermique car, a l'exception de quelques espéces thermorésistantes,
la majorité sont détruits par la pasteurisation a 74°C pendant 15 secondes, voire a la
thermisation (65°C pendant 20 secondes).

Les recherches ayant rapport a ces protéinases se sont concentrées sur les souches de
Pseudomonas qui produisent des enzymes lipolytiques ou protéolytiques. Certaines possédent
les deux caractéres. Lorsque leur développement est important, ces enzymes peuvent étre
responsables de défauts et d'altérations du lait et des produits laitiers, notamment de flaveurs
désagréables (LEINMULLER et CHRISTOPHERSEN, 1982).

Nous n'observons pas, aux températures de 4 et de 7° C, apres 24 h de stockage,
d'inhibition dans la multiplication cellulaire. Ces micro-organismes se développent
relativement rapidement et sont en phase exponentielle de croissance aprés moins de 24 h a

7°C et aprés environ 24 h a 4° C.

=
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Figure 9 : Evolution du nombre de Pseudomonas et de psychrotrophes,
selon la durée de I’entreposage a 4°C. A : laitcru ; B : lait pasteurisé
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Log N {UFC/ml)

JO Jo+24h J0+96h

Durée de I'entreposage du lait cru {7°C)

A

m Pseudomonas

H Psychrotrophes

LogN (UFC/ml)
L B S &~ A ¥ 5 Tt =Ny o B o ) T R o

Durégode 1'entreposmgeadu lait pastemrbsh (7°C)

B

Figure 10: Evolution du nombre des Pseudomonas et de psychrotrophes,
selon la durée de I’entreposage du lait pasteurisé a 7°C.
A :laitcru; B : lait pasteurisé
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3.3. Etude de la coagulation du lait camelin; effet des extraits de caillettes de
dromadaires

Comme il a été signalé précédemment, le lait camelin est réputé pour sa faible
aptitude a la coagulation. Cette caractéristique assignée a sa composition qualitative et
quantitative, notamment en caséines, se manifeste par des temps de floculation trop longs et
par une faible consistance des gels obtenus.

Parmi les tentatives entreprises par plusieurs chercheurs pour contourner cette
difficulté, il y a le choix de I’enzyme coagulante a utiliser. En effet, les extraits enzymatiques
issus de caillettes bovines n’ont pas toujours donné de résultats probants, méme si des essais
ont montré que la pepsine présentait une bonne activité coagulante sur la caséine cameline
(WANGOH et al, 1993). D’autres auteurs on préconisé 1’utilisation des extraits enzymatiques
issus de caillettes de dromadaires.

Afin d’évaluer la portée de ces extraits sur le lait camelin, nous avons jugé opportun
de procéder a leur isolement (a partir d’animaux sevrés et non sevrés) avant d’évaluer par la

suite leurs activités coagulante et protéolytique.

3.3.1. Obtention des extraits

L’extraction a ét¢ menée en utilisant le protocole proposé par VALLES et FURET
(1977) et destinée pour I’isolement des extraits bovins. Trois extraits (ECD1, ECD3 et ECD9)
issus respectivement d’animaux agés de 1, 3 et de 9 ans ont été obtenus.

A partir de 100g de caillette, le taux des extraits enzymatiques (ECD1, ECD3 et
ECD?9), obtenu (précipité humide) varie entre 22 et 26g de macération en milieu acide (HCI a
0,2 M) et a température de 42°C/60min. Le rendement est d’environs 30%.

Les taux moyens des protéines exprimés en (g/l) de ces extraits sont donnés dans le
tableau XV.

Tableau XV : Quantité de protéines contenues dans chaque ECD

Préparation enzymatique Taux de protéines (g/1)
ECDI 1,28+ 0.02
ECD3 1,48°+ 0.02
ECD9 1,54° £ 0.02

La différence de moyenne est significative (p<0,05)
Les analyses statistiques montrent que ces extraits appartiennent a des groupes

différents (a,b,c).

8



CHAPITRE 111

RESULTATS ET DISCUSSION

Méme si les écarts ne sont pas importants entre ces valeurs, il n’en demeure pas moins que les

teneurs protéiques des extraits ont tendance a augmenter en fonction de I’age de I’animal.

Afin d’améliorer ce rendement, en adaptant la méthode de VALLES et FURET

(1977) a D’espece

cameline, des modifications ont été apportées en faisant varier les

concentrations d’acide chlorhydrique et la température de macération. La figure 11 illustre les

résultats obtenue avec les caillettes de dromadaires adultes (9ans).

Rendementde lI'extraction (%)

80
70 -
60 -
50 -
40 -

30
0 1 T T T T T T T T

20

ECDx ECDy ECDz ECDa ECDB ECDy ECDa ECDb ECDc

Extraits coagulants de dromadaire obtenus dans differentes
conditions de macération

Figure 11 :

ECDx

ECDy :

ECDz

ECDa.
ECDb.
ECDc.

ECDa
ECDp
ECDy :

La différence de moyenne est significative (p=0,02)
Rendement de I’extraction des neuf (09) extraits coagulants de dromadaire

obtenus dans différentes conditions de macération.

: extrait coagulant obtenu a T =38 °C
extrait coagulant obtenu a T =40 °C } [HCI]= 0.2M
: extrait coagulant obtenu a T=43 °C.

extrait coagulant obtenu a T =38 °C
extrait coagulant obtenu a T =40 °C [HCI]=0.1M.

extrait coagulant obtenu a T =43 °C

: extrait coagulant obtenu a une [HCI]= 0.1M.
: extrait coagulant obtenu a une [HCI]=0.2M. T°=42 °C
extrait coagulant obtenu a une [HCI]= 0.3M.
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3.3.2. Evaluation de I’activité enzymatique des extraits bruts

Les analyses statistiques ont indiqué que le rendement varie avec le changement
des conditions et que le meilleur rendement (75%) est obtenu avec I’ECDx (T =38 °C et
[HCI]= 0.2M). Ces conditions représentent approximativement le milieu physiologique
naturel de I’animal. En revanche, VALLES et FURET (1977) ont obtenu le meilleur
rendement (60%) pour le lait bovin a 42°C et [HCI]= 0.2M.

Les extraits bruts sont évalués a travers leurs activités coagulante et protéolytique.

3.3.2.1. Mesure de I’activité coagulante

La mesure de I’activité coagulante (exprimée en UP) des ECD a révélé que c’est
celle provenant des extraits issus des caillettes de dromadaires les plus agés ECD9
(correspondant probablement a la pepsine) qui est la plus ¢élevée (0,360). Elle est suivie de
celle de ’ECD3 (0,285) et enfin de celle ’ECD1 (0,235). Notons que pour les extraits de
bovin testés, la présure donne une activité¢ 1égérement supérieure a celle obtenue avec la

pepsine (0,181 contre 0,161) (tableau XVI).

Tableau XVI: Variation de I’activité coagulante (UP)

en fonction de la nature de I’enzyme

Préparation enzymatique

Activité Coagulante(UP)

Force de soxlet

ECD9 0,360* £0.02 80+0.25
ECD3 0,285° +0.001 63.73+0.26
ECDI 0,235 °£0.0020 51.47+0.1376
pepsine bovine 0,1630°+0.002 35.56+£0.11
Présure bovine 0,184%+0.002 40.7+£0.15

La différence de moyenne est significative (p=0,01)

Les enzymes appartiennent chacune a un groupe. La valeur la plus élevée est observé pour

I’ECD?9. Par ailleurs la pepsine bovine est caractérisée par la plus faible activité coagulante.

3.3.2.2. Mesure de I’activité protéolytique
L’activité protéolytique des ECD sur les deux substrats (lait camelin et bovin) est

illustrée dans le tableau XVII.

2
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Tableau XVII : L’activité protéolytique des différentes enzymes

vis-a-vis des laits camelin et bovin.

Activité protéolytique Activité protéolytique
(lait camelin) (lait bovin)
ECDI 1,78* A + 0.020 1,54* B £ 0.020
ECD3 1,18 A +0.020 1,44° B £ 0.020
ECD9 0,89° A +0.020 0,84°B +0.015
Ppb 0,73 A +0.025 0,94 B +0.020
Prb 0,78° A +0.026 1,44°B +0.015

La différence de moyenne est significative (p=0,01)

Les analyses statistiques ont révélé qu’il y’a une difference significative entre les
différentes enzymes d’une part et entre les deux substrats de I’autre part.

Il est a relever dans ces valeurs que I’ECD9 est caractérisé par une activité
protéolytique relativement faible qui se rapproche de celle de la pepsine bovine. Les deux
laits réagissent presque d’une maniére identique vis-a-vis des ECD. En revanche, la présure
bovine est trés protéolytique envers le lait bovin.

En industrie fromagere, on recherche toujours a ce que les enzymes coagulantes
utilisées aient une activité coagulante élevée et une activité protéolytique faible (RAMET,
1997). L'ECD9 semble par conséquent, le mieux indiqué par rapport aux autres ECD et en
comparaison avec la présure bovine commerciale qui est habituellement utilisée dans

l'industrie fromagere.

3.3.2.3. Mesure du temps de floculation du lait traité par les extraits bruts

Les mesures effectuées montrent que le temps de floculation (tf) mesuré, en fonction
de la nature de I’enzyme et de la nature du substrat a une température de 30°C et a pH 6
(figure 12) est inférieur a celui du lait de vache. Ce temps varie selon I’age de I’animal. Dans
les mémes conditions d’utilisation, le tf enregistré pour le lait camelin suite a I’emploi de la
pepsine est inférieur a celui du lait bovin. La tendance inverse est enregistrée en utilisant la
présure. Ces résultats confirment les suggestions de certains auteurs qui préconisent I’emploi
préférentiel de la pepsine pour coaguler le lait de dromadaire (RAMET, 1985 ; SIBOUKEUR
et al. 2005).

=
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La différence de moyenne est significative (p=0,03)
Figure 12: Variation du temps de floculation des laits camelin et bovin en fonction
de I’enzyme utilisée (ECD1, ECD3, ECD9,).

ECD1=extrait de dromadaire agé de lan ; ECD3= extrait de dromadaire agé de 3ans ;

ECD9=extrait de dromadaire agé de 9ans ; Ppb= pepsine bovine ; Prp =présure bovine.

Les résultats de I’étude statistique ont montré que la nature des enzymes utilisées a
un effet tres significatif sur le temps de floculation (p< 0,05). Les enzymes forment chacune
un groupe.

Afin d’évaluer ’affinité des préparations enzymatiques pour les deux substrats (lait
bovin et camelin), les rapports entre le temps de floculation du lait de vache et celui du lait
camelin (tfv/tfc) ont été déterminés. Les résultats obtenus montrent que I’affinité des ECD
vis-a-vis du lait camelin est meilleure par rapport au lait bovin (le rapport tfv/tfc > 1). Cette
affinité augmente avec 1’age de I’animal d’ou sont extraites ces enzymes (Figure 13).

Le méme suivi est réalis¢ pour la pepsine bovine dont le rapport (tfv/tfc) est
largement supérieur a 1, alors que celui de la présure bovine est inférieur a 1. Ce résultat
confirme que les extraits coagulants issus de caillettes de dromadaires possedent une affinité
pour le lait bovin mais cette affinité est plus importante pour le lait camelin, notamment en
utilisant les ECD agés. De plus, les résultats des essais réalisés montrent que I’affinité de la
pepsine bovine est meilleure pour le lait de chamelle ce qui concordant avec les conclusions

de certains travaux (EL-ABASSY et WAHBA, 1986 ; MEHAIA, 1987 ; WANGOH et al,
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1993 ; RAMET, 1994). En revanche 1I’affinité de la présure bovine pour le lait camelin testé

est tres faible.
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1,5 A

Rapport tfv/tfc
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ECD1 ECD3 ECDS Ppb Prb
Préparations enzymatiques

Figure 13 : Rapport tfv /tfc

Tfv=temps de floculation du lait de vache

Tfc=temps de floculation du lait de chamelle

3.3.2.4. Influence du pH de I’empresurage sur le temps de floculation du lait
camelin traité par les ECD
En se basant sur les résultats des analyses de 1’anova, nous pouvons dire que ’effet
du pH est tres significatif (p=0.001). L’évolution du temps de floculation du lait de chamelle,
en fonction du pH (figure 14) a montré que le pH optimum de tous les ECD est de 5,8 pour
I’ensemble des températures testées. Nous remarquons aussi que I’ECD9 est le moins sensible
aux variations du pH par rapport aux ECD 1 et 3, notamment dans la gamme 5.8-6.3. Ces
résultats concordent avec ceux obtenus par CHAZARRA et al, (2007).
Le pH de floculation est particuli¢rement important a prendre en considération au
niveau technologique car 1’acidification favorise 1’activité de I’enzyme (qui est une protéase,
ayant une activité optimale généralement située autour du pH 5.5) et au méme temps, elle

contribue a la déstabilisation des micelles de caséines (RAMET ,1994).
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3.3.2.5. Influence du pH de I’emprésurage sur le temps de floculation du lait
bovin traité par les ECD

Pour le lait de vache et dans les mémes conditions d’utilisation, les résultats des
analyses statistiques ont révélé que le temps de floculation le plus court pour ’ECDI est
obtenu vers un pH de 5.8 (comme pour le lait camelin). En revanche, I’optimum de I’ECD3 et
de ’ECD?9 se situe a 6. L’ECD1 présente un optimum au pH similaire a celui observé pour le
lait camelin, alors que I’ECD?9 est toujours moins sensible aux variations de pH (Figure 15).

D’apres ces résultats, nous remarquons que les laits camelin et bovin réagissent
différemment face aux variations du pH, ce qui semble avoir pour origine, la différence dans
la composition protéinique des deux laits. En effet, ’influence du pH du lait sur le temps de
floculation est sensible et apparente. Le tf devient plus court lorsque le pH est abaissé au
dessous de sa valeur normale dans le lait. De méme, selon RAMET (1984), les enzymes
coagulantes de fromagerie sont des protéases a caractere acide (pHi proche de 5.5) et que la
caséine Kappa présente un maximum de stabilit¢é dans Dl’intervalle de pH (5-6). Selon
NAGERA et al, (2003), le pH optimum d’hydrolyse de la caséine k par la présure se situe
entre 5,1 et 5,3.

Notons que le pH normal du lait de chamelle n’est pas trés favorable a I’activité
coagulante (RAMET, 1984).

L’effet du pH sur I’activité coagulante est mis a profit en fromagerie. En effet,
I’emploi du lait légerement acidifié, lorsque le type de fromage le permet, est recommandé
pour réduire la quantité d’enzyme utilisée (GRENN et al, 1984). L’effet de ’acidification du
lait sur les propriétés du gel formé doit étre pris en considération.

Cependant, si I’abaissement du pH augmente 1’activité coagulante de ces protéases
acides, il aura un effet comparable sur leur activité protéolytique au cours de la maturation et
de I’affinage du fromage notamment pour certains types de fromage pour lesquels les valeurs
du pH sont relativement abaissées au cours de ces étapes de fabrication (GRENN et al.,
1984). En outre, 1’é¢tude de la stabilité de la pepsine bovine porcine et de la chymosine montre
que ces enzymes présentent une bonne stabilité aux valeurs de pH inférieurs a 5,5 (ANDREN

et KONING, 1982).

=
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Figure 14 : Variation du temps de floculation du lait camelin par action des ECD

en fonction du pH.
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Figure 15: Variation du temps de floculation du lait bovin traité par les ECD

en fonction du pH.
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3.3.2.6. Influence de la température de I’emprésurage sur le temps de
floculation du lait camelin traité par les ECD

L’¢élévation de la température (mesurée entre 30 et 42° C), s’accompagne d'une
diminution du temps de floculation du lait traité par les ECD. Le temps de floculation le plus
court est observé pour ’ECD9 a une température de 42°C qui est optimale pour tous les ECD
(Figure 16).

En pratique, la température nécessaire pour I’action des enzymes coagulantes est
comprise entre 20-22C° pour les pates fraiches et 30-42C° pour les pates dures (RAMET,
1997). Au dessus de 40-50C°, il se produit une dénaturation progressive de I’enzyme qui
devient complete vers 65C° (RAMET, 1984).

3.3.2.7. Influence de la température de I’emprésurage sur le temps de
floculation du lait de vache traité par les ECD.

I1 ressort de la figure 17 que I’activité des ECD varient avec la température et que
cette activité est a son optimum vers 37°C et ce quelque soit la nature de ’ECD utilisée. Le
temps de floculation le plus court est obtenu avec ’ECD9. Ce dernier présente un optimum
d’activité a 42°C pour le lait de chamelle. Cette variation est probablement due a la différence
de la composition protéique des deux substrats.

Toutefois, il faut noter que ’effet de la température résulte de la conjugaison de deux
effets, I’un sur la réaction enzymatique, I’autre sur la phase secondaire de la coagulation et qui
correspond a I’étape d’agrégation. En effet, la coagulation du lait ne peut avoir lieu qu’a des
températures supérieures ou égales a 18 °C. Cela est due a I’'importance des interactions
hydrophobes dans I’agrégation des micelles hydrolysées (BRINKHUIS et PAYENS, 1984 ;
LUCEY, 2002).

En fromagerie, ’effet favorable de la température sur I’activité coagulante de ces
enzymes peut étre mis a profit lorsque les conditions de coagulation le permettent. Ce qui
permet de réduire la quantité d’enzyme ajoutée et par conséquent de réduire toute activité

protéolytique ultérieure

]



CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

300 - —4—ECD1 -——ECD3 ECDS
m
8 250 -
c —
2
©
§ 200 -
2
i
S 150 -
wy
=13
E
LH]
= 100 -

50 -

0 T T 1

30°C 37°C 42°C
Température de I'emprésurage du lait de chamelle

Figure 16 : Variation du temps de floculation du lait de chamelle traités
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3.3.2.7. Influence de la concentration en CaCl, sur le temps de floculation du
lait camelin traité par les ECD bruts.

Les variations du temps de floculation du lait de chamelle enregistrées pour
chacun des trois extraits gastriques coagulant de dromadaires (ECD1, ECD2 et ECD3) en
fonction de différentes concentrations de CaCl,, sont illustrées sur la figure 18.

11 apparait que ce temps, qui est influencé par la variation des concentrations en chlorure

de calcium rajouté, est inversement proportionnel a ces dernieres. C’est la valeur de 0,03M qui
donne un temps le plus court et cela avec les trois ECD. Cependant I’ECD adulte est moins

sensible aux variations des concentrations.

3.3.2.8. Influence de la concentration en CaCl, sur le temps de floculation du
lait bovin traité par les ECD bruts.
La figure 19 montre que cette influence est similaire a celle observée pour le lait de

chamelle et les courbes obtenues présentent la méme allure.
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Figure 18: Variation du temps de floculation du lait camelin

en fonction des concentrations de CaCl,
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Figure 19 : Variation du temps de floculation du lait bovin

en fonction des concentrations de CaCl,

Il ressort de ces tendances que la concentration optimale de CaCl, pour le lait de
chamelle et de vache est de 0,03M avec un temps de floculation le plus court enregistré
pour le lait de chamelle traité par ’ECDO.

La présence de calcium ionisé est indispensable a 1’accomplissement de la
phase secondaire de la coagulation qui conduit, apreés protéolyse spécifique de la caséine
Kappa par I’enzyme coagulante, a 1’agrégation des micelles pour former un réseau
constituant le coagulum (RAMET, 1985 ; RAMET, 1994).

Un lait pauvre en calcium coagule difficilement et conduit a un gel mou qui se
tient mal. La teneur en calcium a en effet important sur le temps de coagulation et sur
la consistance du gel obtenu (RAMET, 1991)

En fromagerie, I’adition au lait de chlorure de calcium est une pratique courante a
certaines saisons et/ou dans certaines régions pour corriger les insuffisances que peuvent
présenter les aptitudes coagulantes des laits frais (LENOIR et al, 1997).

Il existe en fait une relation inverse entre la minéralisation des micelles et
leur solvatation. Celle-ci est expliquée par la fixation du calcium sur les groupements
chargés, ce qui entraine une diminution de I’hydratation. Ces phénoménes concourent a
I’obtention d’un gel plus ferme (REMEUF et al, 1989 ; REMEUF et al, 2001).

En effet, en raison de I’existence dans le lait de chamelle d’un équilibre salin

particulier, 1’ajout d’un sel de calcium apporté sous forme de chlorure ou de phosphate

&



CHAPITRE 11l

monocalcique entraine un raccourcissement trés marqué du temps de coagulation et renforce

RESULTATS ET DISCUSSION

la fermeté des gels (MAUBOIS et BRULE, 1982 ; RAMET, 1993).

En pratique fromagere, il convient de limiter I’ajout de sels de calcium a
une concentration de 10 a 15g pour 100L de lait, ce qui entraine une réduction du temps de
coagulation de 20 a 25 pour cent par rapport a un lait non supplémenté (RAMET, 1993).

La diminution de la concentration en calcium soluble qui rend difficile la création
des liaisons entre les micelles lors de la formation et le durcissement du gel. Ces
manifestations conduisent a une augmentation des temps de prise, & une diminution de la

fermeté du gel et enfin a un ralentissement de 1’opération d’égouttage.

3.3.2.9. Comparaison des temps de floculation sur les laits bovin et camelin.
Les résultats que nous avons obtenus, suggerent qu’il y a une affinité importante de
I’enzyme extraite de caillettes de dromadaires adultes vis-a-vis des laits bovins et camelin. En

revanche le temps de floculation le plus court est obtenu avec le lait camelin notamment en

utilisant les ECD adultes. Ce ci est illustré par la figure 20.
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Figure 20: variation du temps de floculation des laits camelin et bovins

en fonction du type d’ECD utilisé.
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3.3.2.9. Influence du régime alimentaire sur le pouvoir coagulant des extraits
enzymatiques bruts.

L’influence du régime alimentaire des animaux (sources de caillettes ), est étudi¢ en
sélectionant ces animaux selon le fait qu’ils soient non sevrés, a alimentation mixtes ou alors
sevrés. En procédant a 1’extraction par la méthode de VALLES ET FURET (1977) déja citée,
nous avons obtenus trois types d’extraits désignés : ECDNS (animaux non sevrés), ECD AM
(animaux a alimentation mixte) et ECDS (animaux sevrés).

Leur activité coagulante a été calculée et les résultats sont reportés sur le tableau
XVIII. L’affinité par rapport aux deux laits (camelin et bovin), en fonction de la température
et le pH d’emprésurage, a été estimée par la mesure du temps de floculation de ces derniers.

Les résultats sont portés sur les figures 21 et 22.

Tableau XVIII : L’activité coagulante des extraits issues des animaux

a differents régimes alimentaires

Préparations Enzymatiques

Activité Coagulante (UP)

ECD NS 0.135* + 0.002
ECD AM 0.255° £0.00
ECD S 0.410° +0.020

Pepsine bovine (Pb)

0.1239+0.002

Présure bovine (Prb)

0.164° +0.002

ECD NS : Extraits Coagulants de Dromadaires Non Sevrés ;

ECD AM : Extraits Coagulants de Dromadaires a Alimentation Mixte ;
ECD S : Extraits Coagulants de Dromadaires Sevrés ;

Pb : Pepsine bovine;

Prb : présure bovine.

La comparaison des moyennes a montré que les résultats sont significatifs (P<0.05).
Ces extraits sont différents par leur pouvoir coagulant. De ce fait, ils appartiennent chacun a
un groupe. D’apres ces résultats, nous constatons que ce sont les extraits issus des animaux
sevrés qui sont doués d’un pouvoir coagulant le plus élevé. Ceci parait paradoxal, si nous
nous basons sur les connaissances acquises sur les extraits enzymatiques issus de caillettes de
bovidés. Ces extraits perdent avec 1’age leur activité coagulante et acquierent en parallele une
activité protéolytique marquée, due a la pepsine,

Comme la présure est constituée d’un mélange de chymosine (80%) et de pepsine

(20%) quand elle est issue de caillettes de jeunes ruminants nourris au lait, et que ce mélange

=
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s’inverse (20% de chymosine et 80% de pepsine) quand 1’enzyme est extraite de caillettes de
bovin adultes, nous pouvons émettre les hypothéses suivantes pour justifier cette
particularité :

- les extraits issus des animaux sevrés son riches en pepsine étant donné que la

pepsine seule donne d’assez bons résultats sur la coagulation du lait ;

- D’enzyme initiale (chymosine) subi des réarrangements structuraux qui lui font

perdre son aptitude a dégrader les caséines (action protéolytique) alors que
I’activité coagulante serait protégée.

Ces extraits sont testés sur le lait camelin et bovin a differentes températures et pH.
Le temps de floculation est calculé et les résultas sont illustrés par les figures 21 et 22.

Les deux figures illustrent nettement que le temps de floculation le plus court est
obtenus avec les ECD sevrés notamment pour le lait camelin et dans toutes les conditions de
pH et de température. La rapidité de la floculation du lait est probablement favorisée par la
pepsine que contiendrait I’extrait gastrique coagulant de dromadaires sevrés (ECDS) comme
signalé¢ par RAMET (1994) qui conclue que I’utilisation de la pepsine bovine aboutit a des
temps de floculations, plus faibles du lait de chamelle, comparativement au lait de vache.

Etant donné qu’aux températures utilisées, la préparation enzymatique isolée a partir
des dromadaires sevrés donne le temps de floculation le plus court, cela suggere que 1’enzyme
présente en abondance dans ces extraits (probablement la pepsine), exerce un effet coagulant
plus intéressant sur le lait camelin. Ce résultat est en accord avec les constatations faites par
WANGOH et al (1993) et RAMET (1994).

Il est évident que la nature protéique du lait de chamelle présente quelques
différences notables comparativement au lait de référence (dimension et nature des micelles,
nature et proportion des protéines présentes, sites potentiels de coupure des caséines etc....). Il
peut étre admis que activité de la pepsine pour ce substrat soit davantage coagulante. Si ¢’est
le cas, cette enzyme serait parmi les facteurs de réajustement a envisager pour améliorer
I’aptitude du lait camelin a la transformation en fromage.

Cette perspective est d’autant plus intéressante quand on sait que des extraits
contenant cette enzyme, peuvent étre obtenus en quantité, vu la relative disponibilité des

dromadaires adultes destinés a I’abattage.

.
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Figure 21 : Influence de la température sur le temps de floculation du lait

en fonction de la nature des ECD utilisés. A (lait camelin) ; B (lait bovin)
ECD NS : Extraits Coagulants de Dromadaires Non Sevrés ;
ECD AM : Extraits Coagulants de Dromadaires a Alimentation Mixte ;

ECD S : Extraits Coagulants de Dromadaires Sevrés
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Figure 22: Influence du pH sur le temps de floculation du lait en fonction de la nature
des ECD utilisés. A (lait camelin) ; B (lait bovin)

ECD NS : Extraits Coagulants de Dromadaires Non Sevrés ;
ECD AM : Extraits Coagulants de Dromadaires a Alimentation Mixte ;

ECD S : Extraits Coagulants de Dromadaires Sevrés




CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

Par ailleurs, les nomades de 1’Ahaggar (Sud de 1’Algérie) fabriquent leurs fromages
en utilisant exclusivement comme agent coagulant, des morceaux d’estomac issus de lapins
du désert. Cet estomac renferme, comme chez tous les mammiféres, de la pepsine. Ce qui
conforte le statut privilégi¢ de la pepsine pour coaguler le lait camelin.

En Egypte, EL-ABASSY (1987 cité par WANGOH et al (1993) et EL- BATAWY
(1987) ont montré que la pepsine provenant des estomacs de dromadaires adultes, pouvait étre
utilisée pour produire une préparation coagulante dans des conditions acceptables d’activité et
de stabilité.

Toutefois, le pH d'emprésurage influe directement sur l'activit¢ des enzymes
coagulantes de fromagerie, qui sont des protéases ayant une activité optimale située autour du
pH 5,5 (RAMET, 1994). Selon les essais réalisés, une acidification du lait au pH de 5.8
améliore sensiblement les temps de floculations du lait de chamelle, incubé en présence
d’extraits enzymatiques issus de caillettes de dromadaires adultes.

Par ailleurs, FARAH et BACHMAN (1987) ; MEHAIA (1992) ; RAMET (1993)
ont montré I’existence d’une relation presque linéaire entre la température et 1’activité des
préparations coagulantes dans [Dintervalle de température de 25 a 40°C.
Selon DESMAZEAUD (1990), la vitesse de coagulation enzymatique du lait par la présure
serait maximale entre 40 et 42°C. Cette vitesse diminue progressivement au-dessus de ce seuil
(THOUVENOT, 1997). Sur la base de ces résultats, nous préconisons une température
optimale de 42°C et un pH de (5.8) pour une meilleure activité des extraits enzymatiques

isolés d’origine cameline.
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3.4. Caractérisation et conservation de I’extrait coagulant brut
3.4.1. Purification de I’extrait coagulant de dromadaire adulte
La purification de I’extrait est réalisée par chromatographie sur DEAE-cellulose.
Le pH du tampon (pH 5,5) utilisé, est supérieur au pHi des enzymes coagulants, ces derniéres
prennent une charge nette négative et se fixent sur les groupements positifs de la DEAE
cellulose.
Le profil d’¢lution (figure 23) donne une seule fraction importante (éluée a 0.5 M)

ayant un maximum d’activité enzymatique.
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Figure 23 : Profil de séparation chromatographique de I'extrait coagulant de
dromadaire adulte sur colonne (1x10cm) de DEAE-cellulose équilibrée avec le tampon
phosphate, pH 5.5 ; débit d’élution : 30ml/h ; 4 ml/ fraction

Travaillant sur des extraits analogues, WANGOH et al (1993) signalent que le
maximum d'absorption obtenu avec un tampon de concentration de 0,5 M en NaCl correspond
précisément a ’activité de la pepsine. BENGANA (2001) a pu isoler la pepsine bovine en
présence d’une concentration de chlorure de sodium de 0,5 M. Cependant, FOX et al (1975),
en utilisant un tampon pipérazine, avaient élué la chyomosine (a 0,2M en NaCl) et la pepsine,

(3 0,4M).
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Il parait plus probable au vu de ses résultats qui sont comparables que la fraction

éluée a 0.5M corresponde a la pepsine cameline. D’autant qu’ECK et GILLES (1997)

estiment que chez les animaux ag¢, la teneur en pepsine est importante comparablement a la
chymosine qui finit par disparaitre chez un sujet adulte.

La comparaison de ’activité coagulante de I’ECD brut avec celle des fractions ¢éluées a

montré que la purification influence négativement cette activité (figure 24).
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Figure 24 : Histogrammes de comparaison entre I’activité coagulante (UP) avant et

apres la purification de I’Extrait Coagulant de dromadaire adulte.
UP avant : unité présure avant purification
UP apres : unité présure apres purification

En effet, nous avons une diminution remarquable de I’'UP entre I’extrait brut et les
fractions purifiées qui serait pourrait étre due au fait que des composés non protéiques,

présents dans le milieu, sont nécessaires pour 1’expression de I’activité.

3.4.2 Comportement électrophorétique en PAGE-SDS

Afin d’avoir une idée sur la nature des différences pouvant étre mises en évidence entre
un extrait de dromadaire provenant d’un animal non sevré er celui provenant d’un animal
adule, nous avons examiné le comportement de ces extraits en électrophorése en conditions
dissociantes et dénaturantes en présence de Dodécyl sulfate de sodium (SDS) avec ou sans b-
mercaptoétahnol. Le diagramme obtenu (figure 25) montre qu’il ya une différence assez nette

entre les profils provenant des deux origines (jeune et 4gé).
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Figure 25 : Profil électrophorétique en Page-native des extraits de caillettes de
dromadaires
T=17%, C=2,7%
M : marqueurs de taille (ovalbumine 45kDa ; a-lactalbumine 14,2 kDa)
1 : caillette de dromadaire de 3 mois avec B-ME
2 : caillette de dromadaire de 3 mois sans f-ME
3 : caillette de dromadaire de 9 ans avec B-ME
4 : caillette de dromadaire de 9 ans sans -ME
(B-ME : B- mercaptoéthanol)

En effet, si ’extrait provenant de caillettes de dromadaires de 3 mois présente des
bandes ayant des PM les plus élevés, ce n’est pas le cas des extraits issus de caillettes de
dromadaire de 9 ans ou nous distinguons deux bandes intenses, 1’'une estimée a 50 000 et
I’autre 30 000 Da.

Ce résultat n’a malheureusement pas pu étre confirmé avec d’autres échantillons, vu
que nous disposions de trés peu pour réaliser ces séparations €lectrophorétiques. Ce n’est que
derniérement que nous avons repris les préparations pour étudier en profondeur la nature et

I’intensité des différences qu’ils pourrait y avoir entre les deux extraits enzymatiques.
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3.4.3. Evolution de I’activité de I’extrait en fonction du mode de conservation
La stabilité¢ de 1’extrait coagulant a été suivie chaque mois en fonction de trois modes de
conservation (réfrigération, congélation et lyophilisation) et cela pour une période de trois
mois. La variation de Dlactivit¢é de ’extrait coagulant de dromadaire selon le mode de

conservation est illustrée sur la figure 26.
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Figure 26 : Variation du taux de réduction de I’activité coagulante des extraits
en fonction des modes et durées de conservation

Il apparait que la conservation de ’activité coagulante de 1’extrait est meilleure a
I’état congelé qu’a 1’état réfrigéré et lyophilisé. L’extrait congelé a conservé 99,8 % de son
activité initiale, aprés 30 jours de conservation, contre 65 pour I’extrait réfrigéré et 66,4%
pour D’extrait lyophilisé. La perte d’activité de I’extrait réfrigéré est notable durant le
troisiéme mois de conservation. (Figure27).

La perte d’activité des extraits de pepsine au cours du stockage a 5-10°C a été
rapportée par ELABASSY et WAHBA (1988). Cette perte varie de 14 4 100 % au cours de la
conservation pendant 7 jours a pH 5,5-6,5.

La composition du milieu ainsi que la présence d’impuretés semblent influencer la
stabilité de la pepsine. En effet, la pepsine purifiée conservée dans du tampon phosphate a pH
6,9 est stable a 1’¢tat réfrigéré et congelé (DONTA et VAN VUNAKIS, 1970). Toutefois, des
extraits de présures préparés par simple clarification et filtration du jus macéré sont conservés
jusqu’a 3 mois par réfrigération (entre 5 a 7°C), sans perte considérable d’activité, Le

benzoate de sodium est additionné a raison de 1% au cours de la macération. L’extrait brut de
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présure d’agneau (pH 5,3) stocké a 4°C pendant 120 jours conserve 84% de son activité
coagulante initiale (CUVELLIER, 1993).

Par ailleurs, la perte d’activité des extraits lyophilisés, notée le premier mois, ne
serait pas di a la durée de conservation mais par contre au procédé lui méme étant donné que
I’activité résiduelle est maintenue durant les mois qui suivent (Figure 27). A ce titre, BOHAK
(1970) mentionne un taux de perte d’activit¢ enzymatique de 55 %. D’autre auteurs
recommandent de ne pas lyophiliser la pepsine vue la perte considérable en activité sans
préciser la teneur des pertes subies (DONTA et VAN VINAKIS, 1970).

Par ailleurs, I’addition du lactose a raison de 5% (p/v) de I’extrait apporte une
amélioration de la stabilité de la pepsine au cours de la lyophilisation avec 93,25 % D’activité
coagulante initiale récupérée (CARPENTER et al. 1993).

La concentration optimale en saccharides permettant le maximum de protection des
protéines est généralement comprise entre 100 8 200 mM. A des concentrations plus élevées
le sucre tend a cristalliser (CARPENTER et al, 1993). Le lactose est parmi les disaccharides

les plus utilisés comme agent protecteur.
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Figure 27 : Variation de I’activité résiduelle des extraits en fonction

du mode et de la durée de conservation.
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3.5. Etude de la protéolyse des caseines camelines

Nous avons vu précédemment que la réfrigération du lait et sa conservation pendant
un temps plus ou moins long induisent le développement des bactéries psychrotrophes qui
peuvent devenir constituer la flore dominante. Parmi ces bactéries, le genre Pseudomonas est
le plus fréquent. Bien que ces bactéries soient détruites par la pasteurisation, elles peuvent
sécréter auparavant des protéases exocellulaires et thermorésistantes, capables de dégrader les
constituants du lait et d'occasionner des défauts en cours de stockage.

En complément, nous avons essayé de voir dans quelle mesure la protéolyse des
caseines est affecté par le développement des bacteries psychrophes. Pour cela, nous avons
compar¢ la protéolyse provoquée par les extraits coagulants de dromadaire sur le substrat
caseinique frais et sur celui conservé a différentes températures et a des durées variées. La

dégradation enzymatique est estimée par la mesure de 1’absorbance a 280nm.

3.5.1. Activité protéolytique des extraits coagulants sur les caséines lyophilisées
issues du lait de chamelle frais.

Les essais réalisés montrent (figure 28) montrent que la protéolyse est variable selon
le type de préparation. La valeur la plus faible est obtenue pour ’ECD 9 ans, suivie de celles
de ECD3 puis de I’ECD1. De ce fait, on peut conclure que l‘impact de D’activité
protéolytique est relativement plus élevé dans le cas de I’extrait issus d’animaux jeunes que
ceux provenant d’animaux agés. Ceci pourrait s’expliquer par les réarrangements
tridimensionnels que pourraient subir 1’enzyme avec le temps et la formation de nouvelles
liaisons (cas de formation de ponts S-S), a ’exemple de celles générées dans le cas d’un
collagéne provenant d’animaux agés, qui limiteraient autant I’activité catalytique sur les sites

de coupure potentiels.

3.5.2. L’activité protéolytique des extraits coagulants sur les caséines lyophilisées
issues du lait réfrigeré a4 et a 7°C (cru et pasteurisé).

Au vu des résultats obtenus (figures 29- 32), nous pouvons relever que

I’augmentation de la protéolyse des cas€ines est toujours inversement proportionnelle a 1’age

des animaux dont sont issus les ECD quelque soit ’origine du lait (frais, cru ou pasteurisé).

=
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Figure 28: Variation de I'absorbance des échantillons du lait frais en fonctions des

différents extraits coagulants de dromadaire.
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Figure 29 : Variation de I'absorbance des échantillons du lait de chamelle cru

réfrigéré a 4° en fonction de la durée de conservation (24h, 96 h).
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Figure 30: Variation de I'absorbance des échantillons du lait de chamelle pasteurisé

porté a 4° C en fonction de la durée de conservation (24 et 96 h).

SPECD1 : Solution peptique issue de I’hydrolyse des caséines traitées par L’ECD1
SPECD3 : Solution peptique issue de I’hydrolyse des caséines traitées par L’ECD3
SPECD? : Solution peptique issue de I’hydrolyse des caséines traitées par L’ECD9

La protéolyse a augmenté dans tous les cas testés notamment aprés 24h de
réfrigération. Ceci s’expliquerait par la prolifération des germes psychrotrophes dont I’activité
protéolytique va s’ajouter a celle des extraits coagulants utilisés. Il existe peu de travaux qui
permettent d'établir une corrélation valable entre le nombre des bactéries psychrotrophes et la
production de protéases. LAW et al (1977) ne décélent pas d'activité protéolytique avec la
souche de Pseudomonas fluorescens ARIl, pour un taux de l'ordre de 8,0 x 10° germes/ml.
ADAMS et al (1976) constatent une dégradation du lait URT lorsque le taux de bactéries dans
le lait cru excéde 10° germes/ml.

COUSIN et MARTH (1977) observent une protéolyse dans des laits pasteurisés
obtenus a partir du lait cru contenant un nombre total de Pseudomonas de l'ordre de 4,0 x10°
germes/ml. En fait, méme si la pasteurisation fait diminuer le nombre des psychrotrophes, il
peut y avoir libération d’enzymes thermorésistantes qui seront actives aprés ce traitement et
qui risquent d'entrainer la gélification du lait (TEJADA et al, 2008).

Il est établi que différents défauts de saveur comme l'amertume peuvent se développer

dans le lait et les produits laitiers et les déprécier fortement, voire les rendre inconsommables.
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Lorsque la protéolyse s'accompagne d'une dégradation des acides aminés, elle peut provoquer
un gout putride (REVILLA et al, 2009). Il faut observer qu'une action trés discréte des
protéases peut avoir un effet favorable sur le développement des bactéries lactiques en leur
fournissant des peptides et des acides aminés qui leur sont nécessaire. Comme la conservation
du lait bovin au froid n’est pas exempte d’inconvénients, cette disposition si elle venait a se
généraliser au lait camelin, dans les centres de collecte et/ou de transformation, se heurterait a
I’action protéolytique des germes psychrotrophe.

De plus, le maintien du lait & basse température provoque la solubilisation d'une partie
des caséines (RICHOUX et al, 2009) et du phosphate de calcium (KENT et al, 2009) qui ont
pour conséquence une réduction de la taille des micelles et leur plus grande dispersion dans le
lait (DUPAS et al, 2009).

Ces modifications, d'ordre physico-chimique, ne sont pas sans conséquences
technologiques en fromagerie ou on observe :

- un allongement du temps de coagulation qui est de l'ordre de 5 a 25 % pour un lait

maintenu 48 h 4 3°C :

- une modification des caracteres rhéologiques du coagulum. Celui-ci est plus mou et plus
fragile. Il est alors moins apte aux traitements mécaniques. En outre, du fait de la fragilité du
caillé, celui-ci se désagrége provoquant la formation de “fines” qui sont entrainées dans le
lactosérum. La perte sous forme de poussieres de caillé peut étre augmentée de plus de 15 %
par rapport aux mémes fabrications en lait non refroidi (FLOURY et al, 2009)

Cependant, ces effets du froid sur les aptitudes fromageres sont trés variables selon
les laits. Ils sont en général relativement peu importants tant que la durée de conservation du
lait a basse température ne dépasse pas 48 heures. IlIs sont en partie réversibles et des
corrections permettent de restaurer de fagcons assez satisfaisantes, sinon complétement, ces

aptitudes (FEKADU et al, 2009).

=
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3.6. Essai de fabrication d’un fromage au lait camelin en utilisant I’extrait coagulant de
caillettes de dromadaire

En disposant du matériel approprié, au niveau du hall technologique du Laboratoire
des sciences alimentaires d’Al Ain (Emirats arabe Unis), nous avons pu fabriquer un fromage
au lait camelin en utilisant 1’extrait coagulant adulte. Les conditions expérimentales optimales
de cet extrait ont été respectées. Les étapes suivies dans cette fabrication sont illustrées par la

figure 33

1. Lait de chamelle

pasteurisé + Reépartition dans des bechers de 100ml

2. Acidification + Abaissement du pH jusqu'ala valeur de 5.8

' * Ajouter a chaque becher Sml de 1"extrai
3. Empresurage coagulant (ECD) dans un bain marie porté a
42°C + CaCl,a 0 .05 %

+ Laisser les bechers au bain marie a 42°C pendant
4. Coagulation une heure au moins = obtention de deux phases
(caille et lactosérum)

+ Versement du coagulum sur un tissu special

5. Egouttage : : _
+ Laisser le coagulum egoutter pendant une nuit.

6. Moulage * obtention d'une pate= fromage

+ Conervation du fromage obtenu a 4°C

7. Conservation

Figure 31 : Etapes suivies au laboratoire pour la fabrication d’un fromage
au lait camelin en utilisant les extraits enzymatiques coagulants isolés de caillettes de
dromadaire adulte (pH =5.8 ; température = 42°C).

E
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Afin de pouvoir faire une évaluation sensorielle de ce produit, deux autres fromages
ont été fabriqués. Un quatrieme est utilis¢é comme témoin.

Ces quatre fromages sont ainsi codés :

E1= fromage commercial (utilis¢ comme témoin)

E2= fromage au lait bovin traitée par la présure commerciale

E3=fromage au lait bovin traité par les extraits coagulants camelins

E4= fromage au lait de chamelle traité par les extraits coagulants camelins

3.6.1. Calcul du rendement fromager
Le rendement fromager a été calculé a partir de 100 ml de chaque lait. L analyse des
résultats (figure 34) montre que ces derniers sont satisfaisants, méme s’ils inférieurs a ceux du

lait de vache.

Rendement fromager (%)

B Fromagek2
B FromageE3

FromageEtd

Figure 32: Variation du rendement fromager en fonction du type

du lait et d’enzymes utilisés
E2 : lait bovin traité par la présure commerciale
E3 : lait bovin traité par I’extrait coagulant de dromadaire adulte
E4 : lait camelin traité par I’extrait coagulant adulte

Ces différences peuvent provenir tout autant de la moindre teneur en matiére séche
du lait de dromadaire que de la plus grande importance des pertes en extraits secs dans le
lactosérum (KAMOUN, 1990). Toutefois, le rendement obtenu dans cette étude (17%) est
supérieur a celui rapporté par KAMOUN (1990) (12%) en utilisant la présure commerciale.

Cette différence s’explique par I’existence d’une grande affinité entre I’extrait coagulant de
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dromadaire et le lait de chamelle et aussi par la variabilité de cette matiére selon les régions et
les races.
3.6.2. Evaluation sensorielle des fromages

L’aspect blanchatre de la pate a été remarqué dans le fromage camelin par rapport au
fromage bovin qui était un peu jaunatre (photographie en annexe 4). Cet aspect serait di a la
faible teneur en vitamine A dans le lait camelin d’aprés les données bibliographiques.

D’aprés le jury de dégustation, le fromage au lait de chamelle (E4) est bien apprécié.
Toutefois, les dégustateurs ont remarqué une certaine flaveur caractéristique de ce fromage.
Bien qu’aucun ferment lactique n’a été ajouté au lait de fabrication, un arome a été senti par
les dégustateurs dans les fromages E3 et E4. Le développement de cet arome peut étre attribué
a une activité protéolytique et lipolytique des bactéries autochtones car, selon ARIZKAN et
COLL, (1997), ces bactéries ont un effet direct sur les caractéristiques sensorielles des
produits laitiers fermentés.

La rancidité est un caractére non signalé par le jury de dégustation. Ce résultat peut
suggérer I’absence d’acides gras dans le lait de fabrication susceptibles d’étre oxydés
(LEMIEUX et SIMARD, 1994).

L’amertume non plus n’est pas signalée par le jury et aucune distinction, entre le
fromage E3 et E2, n’a été relevée méme du point de vue aspect général (photographie en
annexe)

A rappeler que E2 est un fromage traditionnel a base du lait bovin trés consommé et
demandé dans la région des Mzab (Ghardaia). Ce fromage porte le nom de Kemaria ou
Takemmarit.

Les attentes du consommateur sont trés précises en ce qui concerne les fromages.
Cependant d’une personne a l’autre ces attentes peuvent étre 1égerement différentes, c’est
pourquoi il est parfois difficile de dire si une texture ou une flaveur est plutdét bonne ou
mauvaise. Mais de manicre générale, il existe des « régles » qui semblent universelles
(observations de 1’entourage). Cependant, il parait logique que si ces saveurs sont présentes
mais avec une perception minime, cela ne va pas changer du tout au tout le goiit de base du
fromage. Il faut également qu’il y ait une harmonie dans le gotit global, ainsi si un fromage ne
présente que des saveurs amere et acide sans une pointe de sucré, il est peu probable qu’il
corresponde au golt du consommateur. C’est pour ces raisons que lors de la dégustation, le
jury, n’a pas suivi avec exactitude la fiche de dégustation qui leur a été¢ présenté mais les
dégustateurs ont donné une appréciation globale aux fromages. L’acceptabilité¢ du fromage

camelin a été évoquée a I’unanimité.

-
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3.6.3. Etude de la texture des caillés camelin et bovin
L’¢tude de la texture (par utilisation de TPA : analyse du profil de texture) des caillés
obtenus apres la coagulation du lait camelin et bovin par 1’utilisation de 1’extrait coagulant de
dromadaire adulte, a révélé que ces caillés sont caractérisés par les paramétres consignés

dans le tableau XIX.

XIX : Parameétres mesurés de la texture des caillés bovin et camelin.

Parametres mesureés
Type du caillé
Dureté (g) Elasticité (mm) Cohésion Adhésivité (g.s)
Caillé bovin traité par la 320+ 1.73 6.27+ 0.017 0.41+0.030 47.55+ 3.03
présure commerciale (E2)
Caillé bovin traité par 305+ 1.63 6.80+ 0.027 0.48+ 0.025 45+ 2.03
par I’extrait coagulant
adulte (E3)
Caillé camelin traité par 290+ 2.46 7.29+ 0.021 0.45+0.014 76+ 6.33
I’extrait coagulant adulte
(E4)

L'analyse des données est faite avec le logiciel SPSS en faisant une analyse de variance.

D’aprés ces résultats, nous constatons que le caillé camelin différe du caillé bovin
pour tous les parametres (p<0.01). Cependant, hormis la dureté, tous les autres parameétres se
ressemblent pour les deux caillés bovins traités différemment. L’analyse du profil de texture
permet d’accéder a des grandeurs discriminante corrélées a 1’analyse sensorielle (BROWN et
al, 2003 ; EVERARD et al, 2006). Il faut cependant veiller a ce que les conditions de
réalisation du test soient proches de 1’analyse sensorielle (FOEGGEDDING et DRAKE,
2007). Les méthodes instrumentales sont ainsi intéressantes pour remplacer 1’analyse
sensorielle dans certaines conditions a cause de leur rapidité, de leur moindre cott et des
résultats reproductibles qu’on obtient.

Les particularités du lait camelin expliquent les différences observées dans la
texture des caillés bovin et camelin obtenus. Telles que la nature des caséines car ces
derni¢res se distinguent selon leur degrés de phosphorylation et donc par leur capacité¢ de
liaison aux minéraux ce qui est considéré comme un ¢élément fondamental de constitution de

la structure et de la texture des fromages (GAUCHERON, 2005).

|
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Par ailleurs, le caractére granuleux observé dans le fromage fabriqué peut étre relié a
un pouvoir tampon élevé du lait camelin (MASLE et al, 2001 ; MIETTON et al, 2004).

La composition physico-chimique particuliere du lait camelin déja citée explique
aussi la différence dans la fermeté des fromages. En effet La teneur élevée en protéines
sériques est reliée a des fromages moins fermes, leurs interactions avec les caséines étant
modifiées (LUCEY et al, 2003). La température du caillage plus élevée pourrait jouer en
faveur de I’organisation du gel (CASTILLO et al, 2006). Le lait enrichi en calcium
permettrait de maintenir en parti la structure micellaire assurant un meilleur égouttage
(GASTALDI et al, 1994).

L’analyse des résultats montre que le texturometre TPA permet de donner des
mesures discriminantes corrélées en parti a I’analyse sensorielle au niveau de la texture. Les
principaux facteurs d’influences ont pu étre mis en évidences. On note en amont de la
composition du fromage D’influence de la composition du lait, de la conduite de
I’acidification et de la conduite de 1’égouttage. Il est cependant parfois difficile de dissocier
I’effet des différents facteurs car ils sont liés entre eux. Il serait ainsi intéressant de mieux les
hiérarchiser de connaitre l’interaction entre eux en réalisant des expérimentations en

conditions contrdlées tout en ayant une meilleure compréhension des mécanismes associés.

3.6.4. Etude de la microstructure des fromages camelin et bovin
La microstructure du fromage bovin et camelin fabriqué au cours de nos essais en
utilisant les extraits coagulants de dromadaire adulte a ét¢ examinée par microscopie
¢lectronique a balayage ou SEM (Scanning électron micrographe). Cette technique a révélé
clairement la structure du réseau protéique des deux produits laitiers. Le réseau du caillé
bovin est caractérisé par un espace plus ouvert (figure 36). En revanche la microstructure du

caillé camelin a une structure compacte et uniforme (figure 37).

*
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Figure 33: Microstructure du fromage bovin fabriqué en utilisant les extraits enzymatiques

coagulants isolés de caillettes de dromadaires adultes (pH =5.8 ; température = 42°C).

Figure 34 : Microstructure du fromage camelin fabriqué en utilisant les extraits

enzymatiques coagulants isolés de caillettes de dromadaires adultes (pH =5.8 ;
température = 42°C).
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Comme Il a ét¢ montré dans le fromage que la protéolyse est responsable de
l'affaiblissement de la matrice protéique (ARYANA et HAQU, 2005), il s’ensuit que les
variations dans la dureté¢ et la texture observées dans les différents fromages sont
probablement dues a la dégradation des casé€ines par les extraits enzymatiques utilisés.

Comme conclusion, I’analyse des résultats montre que les mesures instrumentales
par le biais de la grandeur « dureté » permettrait d’accéder a la fermeté en bouche et a la
coupe. Cette grandeur permettrait également de donner des informations sur le « sec » du
produit évalué au niveau sensoriel. D’aprés 1’étude de LAITHIER et al, (2009), la grandeur
« dureté » est corrélée de fagon moindre au fondant.

La grandeur « cohésion » permettrait d’évaluer indirectement la friabilit¢ du produit
qui lui est opposé (KIP et al, 2005). La grandeur « élasticité » est corrélée négativement a la
friabilité.

Le plus souvent dans ’appréciation d’un fromage, la texture joue un rdle important.
Par la nature des perceptions qu’elle regroupe elle mérite une place qui lui est propre entre
I’apparence et la flaveur. Pour les fromages, la texture contribue le plus souvent a I’expression
de ’ardme : a I’extréme elle emprisonne 1’ardme qui ne sera libéré que par saccades au gré de
la mastication. Par ailleurs, la texture peut atténuer ou « amortir » un défaut d’ardme en
I’empéchant de s’exprimer pleinement. Ainsi, dans 1’appréciation des fromages, la texture
occupe une place non négligeable (LAVANCHY et al, 1993).

Il existe également des tendances plus légeres qui donnent au fromage tout son
caractére. Le vocabulaire utilisé par les juges d’olfaction est alors trés précis (CORNU et al,
2007). Les différences de flaveur observées ne sont cependant pas seulement perceptibles par
un jury expérimenté (DUBROEUCQ et al, 2002), les consommateurs sont susceptibles de

percevoir les nuances de flaveur des fromages et porter un intérét au goit de celui-ci.
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Conclusion générale

Le lait de dromadaire constitue une ressource alimentaire inestimable pour les
populations des régions arides et semi arides de notre pays, car c’est un produit relativement
riche en éléments nutritifs et qui présente en plus une disposition naturelle & la conservation
supérieure a celle de tous les laits des autres espéces. Malgré ses atouts, ce lait, pour lequel les
éleveurs s’empressent a I’affubler d’un certain nombre de vertus thérapeutiques, reste un
produit insuffisamment exploré et présente en plus des aptitudes limitées a la transformation
en produits dérivés, particulierement en fromage.

C’est précisément pour contribuer a une meilleure connaissance de cette matiére et
proposer des voies a méme de lui permettre d’étre utilisée a grande échelle au niveau des
unités laitiéres, que nous nous sommes orienté sur la possibilité d’amélioration de la
coagulation du lait camelin en utilisant des extraits gastriques coagulants issus de dromadaires
de différents ages.

Concernant les analyses préliminaires réalisées sur le lait camelin, collecté dans les
régions du Sud-est Algeérien, posséde une bonne valeur nutritionnelle. Le pH moyen mesuré
est de 6.53 une (acidité égale a 17°D), ce qui dénote de sa bonne qualité hygiénique confirmée
par le test a la réductase. Sa densité est de I’ordre de 1,02, en revanche sa matiére séche est
nettement inferieure a celle du lait de vache (109 contre 126 g/l). Sa composition chimique
avec, particulierement un taux de vitamine C élevé (45mg/l) et un apport protéique
appréciable de I’ordre de 33g/l (avec environ 27 g/l de caséines et 7g/l de protéines sériques).

La détermination de la composition minérale du lait collecté (mesure du fer, cuivre,
zinc et fluor), en raison de son implication dans I’activité des enzymes coagulantes, a fait
apparaitre que globalement, les teneurs en éléments chimiques des laits de ces trois régions
sont trés rapprochées. Les valeurs relatives aux macroéléments (calcium, magnésium,
sodium ; potassium et chlorures) sont néanmoins assez élevées. Par ailleurs la recherche des
oligo-éléments dans les laits collectés a permis de mettre en évidence la richesse relative de ce
lait en cuivre, en zinc et en fer.

Le dénombrement de la flore psychrotrophe totale contenue dans le lait cru a montré
que le genre Pseudomonas constitue 37% de cette flore qui est abondante dans le lait de
dromadaire entreposé a 4 et 7°C pendant 4 jours. Cette constatation concerne aussi bien le lait
frais que le lait pasteurisé. L’impact de cette flore sur les caséines du lait réfrigéré a été suivi.

Une forte protéolyse des caséines de ces échantillons, a différentes températures durant les
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quatre jours de conservation, a €té constatée, confirmant la présence dominante de
Pseudomonas, connu pour son action caséolytique spécifique.

Afin d’évaluer la portée des extraits enzymatiques coagulants issus de caillettes de
dromadaires sur le lait camelin, nous avons jugé opportun de procéder a leur isolement (a
partir d’animaux sevrés et non sevrés). L’extraction a été menée en utilisant le protocole
proposé par VALLES et FURET (1977), que nous avons optimisé et adapté a I’espece
cameline. Trois extraits (ECD1, ECD3 et ECD9) issus respectivement d’animaux agés de 1, 3
et de 9 ans ont été obtenus. Le rendement d’extraction le plus élevé (75%) a été obtenu a la
température 38°C et a une concentration de 0,2M d’acide chlorhydrique.

La mesure de I’activité coagulante (exprimée en UP) des ECD a révélé que c’est
celle provenant des extraits issus des caillettes de dromadaires les plus agés (ECD9) qui est la
plus élevée (0,360). Les autres extraits donnent 0,285 (ECD3) et 0,235 (ECD1). L’extrait
adulte est aussi caractérisé par son activité protéolytique relativement faible, qui est
particulierement avantageuse en fromagerie.

La mesure du temps de floculation a permis d’affirmer qu’il y a une bonne affinité
des extraits coagulants de dromadaire adultes pour le lait camelin et bovin. Les essais réalisés
ont aussi montré que la réduction du temps de floculation est possible en ayant recours a ces
extraits utilisés a un pH d’emprésurage voisin de 5,8 et a des températures avoisinantes 42°C.

Le suivi de la stabilité de I’extrait coagulant pendant 90 jours selon trois modes de
conservation (réfrigération, congélation et lyophilisation) a montré que I’activité coagulante
est mieux préservée dans les échantillons congelés (96% d’activité conservée), contre 55,3 %
pour I’extrait lyophilisé et 18 % pour I’extrait réfrigéeré.

Les essais de purification de I’extrait coagulant par chromatographie échangeuse
d’ions sur DEA Cellulose ont révelé que la fraction active est éluée a une concentration de
0,5M de NaCl. L’activité coagulante de cette fraction purifiée a donné une valeur plus faible
que celle de [I’extrait brut, suggérant que I’enzyme a besoin d’un environnement
« prosthétique » pour agir efficacement.

Afin d’avoir une idée sur la nature des différences pouvant étre mises en évidence
entre un extrait de dromadaire provenant d’un animal non sevré er celui provenant d’un
animal adule, nous avons examiné le comportement de ces extraits en électrophorése en
conditions dissociantes et dénaturantes en présence de Dédécyl sulfate de sodium (SDS) avec
ou sans B-mercaptoéthanol. Le diagramme obtenu a montré qu’il ya une différence assez nette

entre les profils provenant des deux origines (jeune et agé).

v
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En disposant du matériel approprié, au niveau du hall technologique du Laboratoire
des sciences alimentaires d’Al Ain (Emirats arabe Unis), nous avons pu fabriquer un fromage
camelin de coagulation mixte en utilisant I’extrait coagulant adulte et en respectant les
conditions expérimentales optimales de cet extrait. Le lait de vache a été utilisé a titre
comparatif.

Le rendement fromager obtenu 17% (contre 20% pour le lait bovin) est jugé
satisfaisant étant donné que le rendement rapporté par plusieurs chercheurs sur d’autres
formages, en utilisant la présure commerciale, tourne autour de 12%.

L’évaluation sensorielle effectuée par un jury de dégustateurs expérimentés a permis
d’attribuer au fromage élaboré une appréciation favorable d’autant plus que I’ensemble des
dégustateurs ont relevé un flaveur particuliére liée a ce produit laitiers.

Cette appréciation organoleptique a été renforcée par une analyse instrumentale
(analyse du profil de texture ou TPA) qui a montré que le caillé camelin differe du caillé
bovin pour tous les paramétres mesurés (dureté, élasticité, cohésion et adhésivité).

L’examen de la microstructure de ces fromages par microscopie électronique a
balayage (MEB) a montré clairement que le réseau du caillé bovin est caractérisé par un
espace plus ouvert, alors que le caillé camelin a une structure compacte et uniforme.

Grace a ces premiers essais de fabrication, nous avons pu montrer que le lait de
dromadaire, peut bien se transformer dans les fabrications fromageres, moyennant quelques
ajustement physico-chimiques mais surtout en utilisant pour la phase de coagulation des
extraits enzymatiques issus de caillettes de dromadaires adultes.

Ce résultat est prometteur d’autant que la disponibilité et le colt de cette matiére ne
se pose pas.

Cependant, il nous parait nécessaire de développer des approches plus exhaustives en
terme d’échantillonnage, de phénotypage protéique et de caractérisation plus poussée de cet
extrait coagulant avant d’entrevoir une utilisation industrielle & court ou & moyen terme,
surtout que le potentiel de lait produit n’est pas négligeable et qu’il peut cristalliser autour de

lui un personnel d’emploi non négligeable entre les techniciens fromagers et les revendeurs.
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Annexe 01: Localisation de dromadaire dans le monde (carte CIRAD-EMVT, 1999

Localisation des principales races de dromadaires
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Annexe 02: Aires de distribution du dromadaire en Algérie. (Sources : BEN AISSA, 1988)
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Annexe n° 03: Attribution de noms relatifs a I’age du dromadaire chez les nomades
(LASNAMI K., 1986).

AGE APPELLATION
(ANS) FRANCAIS A RABE CARACTERISTIQUE
01 Le houar BIEEN Le chamelon téte encore sa mere
02 L’ibn Makhad Al ol Téte mais compléte sa ration en broutant
03 L’idn Laboun O o) Ne téte plus, reste prés de sa mere
Le Hag (ou le Hig) Sl I1 a son format d’adulte.
04 La femelle commence a rechercher le male.
05 Le Jedaa PRES Il perd ses dents de lait.
06 Le Theni U I1 a 2 dents adultes a la machoire inférieure.
07 | Le Rebaa i) Il a 4 dents adultes
08 | Le Sedassi (s Il a 6 dents adultes
09 Le Garaa R IL a 2 crochets a la machoire supérieure.

Annexe 04 : Caractérestiques de quelques plantes consommeées par le dromadaire (ANONYME,

1965)
Saison de consommation Sol Famille Plante
Nom Print Eté Aut. Hiver annuelle
vivace
(Atriplex halimus) X X X Salé Salsolacées vivace
Guettaf — —aUadll
(Artemisia herba alba) X X X Limoneux Composées vivace
Chih ) rocailleux
(Stipa tenacissima) X X Sablo- Graminées vivace
Halfa slalal) limoneux
(Aristida pungens) X X X Sableux Graminées vivace
Drin oA
(Astrgalus armatus) X X X Papillonacées vivace
Kedad 3ladl)
(Anabasis articulata) Salé Salsolacées vivace
Adjrem s aal
(Lygeum  sportum) X X Souvent Graminées
Sennagh & L/ momeux
(Pistachia  atlantica) X X Lit d’oued therebentacées vivace
Bettoum bl (rocailleux)
= Pistachier
(Ziziphus lotus) X X X Lit d’oued Rhamnacées vivace
Sderre 5l (rocailleux)
= Jujubier
(Arthrophytum )
Remth Gl
(Surtout Diplataxis ) X Cruciféres annuelle
Acheb il
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Annexe 05 : Exemple d’une fiche de renseignement utilisée dans cette étude

A/ Auprés de I’éleveur

Date : 10/0 5/20009.
Localisation : Ouargla.
Race(population) : SAHRAOUI.
Effectif : 515.
Nombre de males : 73.
Nombre de femelles : 442.
Nombre de femelles ayant mis bas : 127.
Epoque de mis bas : Mars a Avril 2009.
Age moyen du troupeau : de 5 mois a 31an.
Type d’élevage : extensive.
Alimentation : paturage naturel.
Abreuvement : En été : 1jour sur deux.
En Hiver : tout les 10-15 jours.
Etat sanitaire : bon
Vaccination : 1 fois/an.
Consultation vétérinaire : 1 fois/an.
Production laitiére :
Quantité du lait / jour : 5-7 litres/chamelle.
Nombre de traites /jour : 2 fois.

Destination du lait : consommation a 1’état frais.

B/ Au niveau de ’abattoir communal

Age de ’animal : 9ans

Sexe : male

Localisation : Ouargla.

Type d’élevage : extensive.
Alimentation : paturage naturel.
Vaccination : 1 fois/an.

Etat sanitaire : bon

Race (population) : Sahraoui.
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Annexe 06 : Structure primaire des caséines (« sl, as2, 8, k) du lait de dromadaire
(Kappeler et al., 1998).

Caséine « sl
ArgProLysTyrProLeuArgTyrProGluvalPheGInAsnGluProAspSerlleGlu
GluValLeuAsnLysArgLyslleLeuGluLeuAlaValValSerProlleGInPheArg
GInGluAsnl leAspGluLeuLysAspThrArgAsnGluProThrGluAspHislleMet
GluAspThrGluArgLysGluSerGlySerSerSerSerGluGluvValValSerSerThr
ThrGluGInLysAspl leLeuLysGluAspMetProSerGInArgTyrLeuGluGluLeu
HisArgLeuAsnLysTyrLysLeulLeuGInLeuGluAlal leArgAspGlInLysLeulle
ProArgValLysLeuSerSerHisProTyrLeuGluGInLeuTyrArglleAsnGluAsp
AsnHisProGInLeuGlyGluProValLysValValThrGInProPheProGInPhePhe
GInLeuGlyAlaSerProTyrValAlaTrpTyrTyrProProGInvalMetGInTyrlle
AlaHisProSerSerTyrAspThrProGluGlylleAlaSerGluAspGlyGlyLysThr
AspValMetProGInTrpTrp

Caséine « s2
LysHisGluMetAspGInGlySerSerSerGluGluSerlleAsnValSerGInGInLys
PheLysGInValLysLysValAlal leHisProSerLysGluAsplleCysSerThrPhe
CysGluGluAlaValArgAsnlleLysGluvValGluSerAlaGluValProThrGluAsn
LyslleSerGInPheTyrGInLysTrpLysPheLeuGInTyrLeuGInAlaLeuHisGIn
GlyGInllevValMetAsnProTrpAspGInGlyLysThrArgAlaTyrProPhellePro
ThrvValAsnThrGluGInLeuSerll1eSerGluGluSerThrGluValProThrGluGlu
SerThrGluvValPheThrLysLysThrGluLeuThrGluGluGluLysAspHisGInLys
PheLeuAsnLyslleTyrGInTyrTyrGInThrPheLeuTrpProGluTyrLeulLysThr
ValTyrGInTyrGInLysThrMetThrProTrpAsnHisllelLys

Caséine f
ArgGluLysGluGluPheLysThrAlaGlyGluAlaLeuGluSerlleSerSerSerGlu
GluSerlleThrHislleAsnLysGInLyslleGluLysPheLysl1eGluGluGInGIn
GINThrGluAspGluGInGInAspLyslleTyrThrPheProGInProGInSerLeuVal
TyrSerHisThrGluProl leProTyrProlleLeuProGInAsnPheLeuProProLeu
GInProAlavalMetValProPheLeuGInProLysValMetAspValProLysThrLys
GluThrilelleProLysArgLysGluMetProLeulLeuGInSerProValVvalProPhe
ThrGluSerGInSerLeuThrLeuThrAspLeuGluAsnLeuHisLeuProlLeuProLeu
LeuGInSerLeuMetTyrGInlleProGInProvValProGInThrProMetlleProPro
GInSerLeulLeuSerLeuSerGInPheLysValLeuProValProGInGInMetValPro
TyrProGInArgAlaMetProvValGInAlavValLeuProPheGInGluProvValProAsp
ProvalArgGlyLeuHisProValProGInProLeuValProVallleAla

Caséine «
GluvalGInAsnGINnGluGInProThrCysPheGluLysValGluArgLeulLeuAsnGlu
LysThrValLysTyrPheProl leGInPheValGInSerArgTyrProSerTyrGlylle
AsnTyrTyrGInHisArgLeuAlaValProl leAsnAsnGInPhel leProTyrProAsn
TyrAlaLysProvValAlal leArgLeuHisAlaGInl leProGInCysGInAlalLeuPro
AsnlleAspProProThrValGluArgArgProArgProArgProSerPhel leAlalle
ProProLysLysThrGInAspLysThrValAsnProAlal leAsnThrValAlaThrVval
GluProProvallleProThrAlaGluProAlavalAsnThrValVallleAlaGluAla
SerSerGluPhelleThrThrSerThrProGluThrThrThrvalGInlleThrSerThr
Glulle
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Annexe 07 : Composition en acides aminés (en %) des caséines du lait de chamelle et de
vache (LARSSON-RAZNIKIEWICZ et MOHAMED, (1986)

Caséine Caséine k Caséine a sl Caséine o s2
Acide
Aminé | chamelle | Vache | chamelle | vache | chamelle | Vache | chamelle | Vache
Ala 2,9 2.4 4.8 8,3 3,0 4.5 2.9 3,9
Arg 1,9 1,9 2,7 3,0 49 3,0 1,8 2,9
Asp 3,8 43 6,2 7,1 9,1 7,5 6,5 8,7
Cys 0,0 0,0 0,6 1,2 0,0 0,0 1,0 1,0
Glu 19,5 18,7 17,7 16,0 20,9 19,6 21,8 19,3
Gly 1,2 2,4 2,2 1,2 2,3 4.5 1,9 1,0
His 1,8 2,4 1,9 1,8 2,3 2,5 2,7 1,4
Ile 5,7 4.8 6,9 7,1 6,2 5,5 5,3 5,3
Leu 10,8 10,5 7,2 4,7 8,0 8,5 5,1 6,3
Lys 5,9 5,3 5,6 5,3 7,3 8,0 10,6 11,6
Met 2.9 2.9 1,5 1,2 1,7 2,5 1,6 1,9
Phe 3,8 43 3,6 2.4 2,7 4.0 5,1 2.9
Pro 18,3 16,7 14,4 11,8 8,4 8,5 5,1 4.8
Ser 6,1 7,7 6,3 7,7 8,0 8,0 6,7 8,2
Thr 5,0 43 7,1 8,9 49 2,5 8,0 7,2
Tyr 2,5 1,9 3,6 5,3 4,6 5,0 5,7 5,8
Trp 0,0 0,5 0,7 0,6 1,0 1,0 2,2 1,0
Val 8,0 9,1 7,1 6,5 4.8 5,5 6,1 6,8

Annexe 08 : Estomac

complet d’un dromadaire (1) ;

1) Estomac complet de dromadaire

2) Caillette de dromadaire

la caillette de dromadaire (2)
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Annexe 09: Les observations macroscopiques de la flore psychrotrophe (a droite ) et de la
flore pseudomonas ( a gauche) présentes dans le lait camelin

Annexe 10: Les observations microscopiques de la flore psychrotrophe et de la fore

pseudomonas présentes dans le lait camelin photographies (1-3)
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Photographie 3: Observation microscopique des pseudomonas a I'état frais (X100)
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Annexes 11 : courbe d’étalon du dosage des protéines par la méthode de
LOWRY, (I’albumine sérique bovin (BSA) est utilisée comme protéine de référence).

0,8

0,7 y=0,004x+ 0,008
R?=0,991

0 20 40 co@nQ:entratiérQ de proi’gi%e en pyﬂﬂ 140 160 180

Annexe 12 : les caillés et les lactosérums issus de la coagulation des laits de chamelle (a gauche) et de

vache (a droite) traités par les ECD
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Annexe 13 : Fromage type Kemaria de la région de Mzab (Ghardaia) ; Algerie

Photographie 1:Fromage E2 ; Kemaria traitée par la présure commerciale

Photographie 2: Fromage E3 ; kemaria traitée par les extraits coagulants de dromadaire
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Comparative study of milk clotting activity of crude gastric
enzymes extracted from camels’ abomasum at different ages and
commercial enzymes (rennet and pepsin) on
bovine and camel milk

Boudjenah-Haroun Salihal, Laleye C. Louisz*, Moulti-Mati Farida3,
Si Ahmed Saliha’, Mahboub Nasma', Siboukeur Oum Elkhir' and
Mati Abderrahmane’

"Laboratoire de Protection des Ecosystémes en Zones Arides et Semi Arides, Faculté des
Sciences, Département de Biologie, Université K. Merbah de Ouargla, Algérie; *Faculty of
Food and Agriculture, Department of Food Science, P.O. Box 17555, Al Ain, United Arab

Emirates University, United Arab Emirates; *Laboratoire de Biochimie Appliquée et de

Biotechnologie (LABAB), Université M. Mammeri de Tizi Ouzou, Algérie

Abstract: Coagulation of camel milk for the production of cheese has been proved to be difficult
by the use of the available commercial rennets, chymosin and pepsin. Therefore this study focused
on the use of crude gastric enzymes extracted from the abomasum of camels (Camelus
dromedarius) at different ages (1, 3 and 9 years old). The non-purified gastric enzyme extracts
from camels (GEC) at different ages were characterized for their protein content, clotting and
proteolytic activities and were also compared with those of bovine rennet and pepsin. The
conditions of milk clotting by the GEC were optimized at different pHs 5.8, 6.0, 6.3, 6.6 and
temperatures 30, 37 and 42°C. The flocculation time of bovine and camel milk by all the enzymes
studied were reported. The data showed that the GEC from the older camels gave the best results
significantly (P < 0.05) for both milk clotting activity and flocculation time of both bovine and
camel milk compared with the other tested enzyme preparations. The optimum flocculation time
was obtained at pH 5.8 and 42°C for the camel milk and at pH 6.0 and 37°C for bovine milk.

Key words: Camel, (Camelus dromedarius), camel milk cheese, Gastric enzyme extract,
coagulation
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Introduction

In the Sahara desert of Algeria, the camel
has a unique potential for milk production and
efficiency, and exploits fragile habitats. It is
the main milk source not only for nomadic
herders, but also for the rural population living
in dry lands where there are, in general,
inadequate dairy products resources (Wilson,
1984).

Camel milk is used fresh, fermented or
after butter extraction, but only rarely as
cheese. Camel milk is technically more
difficult to process than milk from other
animals. However, satisfactory cheese can be
made when cheese-making procedures are
adapted to camel milk’s particular
characteristics (Ramet, 2001).

To prepare fermented milk, containers
made of calabashes, clay pots, plant fiber
vessels or hollowed wood vessels are smoked
by burning chips of Olea African or Acacia
busia. The daily residual fresh milk without
starters is poured into the container, and
acidification is allowed to develop for a few
days, from natural flora in milk, and/or
growing on the sides of the vessel (Farah et al.,
1990).

The milk is often left undisturbed often in a
covered container to protect it from dust, for
24 — 48 hours until it becomes sour. The
ambient temperature is normally between 25
and 35°C. Due to the spontaneous nature of the
fermentation, this traditional method results in
a product with varying taste and flavor and
often of poor hygienic quality. To improve this
spontaneous traditional fermentation,
controlled fermentation using mesophilic lactic
acid bacteria starter culture has been developed
and successfully introduced in camel milk
processing plants in different eastern African
countries (Farah et al., 1990).

The overall composition of camel’s milk is
similar to cow’s milk, yet some differences
exist in the molecular composition of proteins,
lipids and minerals balance. Casein fractions
which account for 60% of total proteins in
camel’s milk have been isolated and found to
be homologous with the ones in cow’s milk.
However, the profile of casein fractions in
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camel’s milk is very different from the ones in
cow’s milk. It is characterized by a low
amount of k-casein which makes only 5% of
the total casein compared with about 13.6% in
bovine casein (Farah, 1993).

Bovine chymosin is the preferred enzyme
in the cheese making process, since specificity
for k-casein is high, general proteolytic
activity, especially with regard to milk
proteins, is low, and optimal activity is
achieved at mildly acidic conditions (Bayoumi,
1990). Camel milk is not sensitive to
coagulation with bovine chymosin, most likely
due to major variations between the primary k-
casein structures of the two species (Serensen
et al., 2010).

Most attempts to make cheese from
camel’s milk revealed major difficulties in
getting the milk to coagulate. With the same
amount of calf rennet, the coagulation time of
camel’s milk is twice or three times longer
than that of cow’s milk. The action of rennet
on camel’s milk leads to coagulation in the
form of flocks, with no firm coagulum
(Mohamed, 1990). Due to technical difficulties
of camel’s milk coagulation, several
researchers are now focusing on the functional
and coagulation properties of the camel’s milk
proteins (Farah and Bachmann, 1987; El-
Agamy, 2000a; El-Agamy, 2000b; Laleye et
al., 2008), and also on the fragile and weak
coagulum and poor yield of camel milk cheese
(Farah and Ruegg, 1989; Mehaia, 1993; El-
Zubeir and Jabreel, 2008). Bovine chymosin is
the most used enzyme in cheese manufacturing
due its specificity for «-casein. The
coagulation phase, which is the most important
phase leading to the curd formation, has been
tested using different type of enzymes such as
rennet, pepsin and microbial enzymes
(Bayoumi, 1990; Mehaia, 1993; Wangoh et al.,
1993). Wangoh et al. (1993) reported that the
coagulation of camel’s milk by calf rennet was
primary due to the pepsin content of calf
rennet.

Recently, Kappeler et al. (2006) reported
characterized a recombinant camel
This new recombinant camel

and
chymosin.
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enzyme showed a high clotting activity for raw
camel milk, while raw camel milk could not be
clotted with bovine chymosin.

In addition to animal rennets (Mohanty et
al., 2003), natural coagulants from vegetable
sources such as Cynara cardunculus, Ficus
carica, Arctium minus and Solanum dobium
are also used traditionally in some parts of the
world (Robinson and Wilbey, 1998). However,
a few limited studies reported that gastric
enzymes extracted from camel have the
potentiality to coagulate camel’s milk
(Wangoh et al., 1993; Ramet, 1994; El-Agamy,
2000a; Siboukeur et al., 2005;). Therefore, the
purpose of this study was to optimize the
extraction conditions of the gastric enzymes
from the abomasum of camels at different ages
and to determine and optimize the flocculation
time based on pH and clotting temperatures.

Materials and Methods
Materials

Abomasal tissues

The camel abomasal tissues were obtained
from camel slaughterhouse of Ouargla,
Algeria. The abomasums were obtained from
camels of different ages (1, 3 and 9 years). The
abomassal tissues were cleaned with running
water, defatted, cut into slices, packaged in
plastic bags and frozen at -18°C.

Commercial enzymes

Bovine pepsin in powder form and bovine
rennet containing 80% chymosin and 20%
pepsin were purchased from Texel-Poulenc
(France).

Milk samples

Camel milk was collected early morning
from a free range camel herd (Camelus
dromedarius), breed Sahraoui, in good health,
living in the South-East Ouargla region
(Algeria) whereas cow milk was obtained from
an intensively-farmed cow population in the
Ouargla region, Algeria. The milk samples
were collected in sterile bottles and delivered
in a cooler with ice to the laboratory
(Laboratory of Ecosystems Protection in Arid
and Semi-Arid Regions, Department of
Biology, Merbah-Ouargla University, Algeria).
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Methods

Extraction of gastric enzymes from camel
abomasal tissues

The method of crude gastric enzymes
extraction from bovine abomasal tissue as
described by Valles and Furet (1977) was used
with minor modifications. The steps involved
were: 1) soaking of a known weight of sliced
abomasal tissue in 1.25 volume of 0.2 M HCL
at 42°C temperature for 60 minutes followed
by filtration through a paper filter; 2)
clarification of the extract using 1% (V/V) of
IM solution of Al,SO4 and 5% of 1M solution
of NA,SO, heated to 42°C. After filtration a
yellowish clarified solution was obtained; 3)
concentration: a double solution of saturated
NaCl containing 1% (w/w) of concentrated
HCl was added to the known weight of the
abomasal tissue. After mixing, the mixture was
put to rest for one hour, centrifuged at 2,100 g
for 20 minutes, the supernatant was discarded
and the wet weight of the filtrate pellet was
recorded, followed by adding 10% (w/v) of
distilled water. The pH of the concentrated
filtrated was adjusted to 5.5 with Na,HPO, at
42°C. The extracted camels’gastric enzymes
obtained were assigned the labels GEC 1 for
camels aged 1-2 years old; GEC 3 for camels
aged 3-6 years old and GEC 9 for camels aged
more than 9 years. The fresh GECs were
analyzed, whereas some samples were stored
at 4°C with the addition of 10% (v/v) of
thymol and 10% NaCl for preservation

purpose.

Protein analysis of GECs

The method of Lowry et al. (1951) was
used to determine the protein content of the
gastric enzyme extracts of camels. The amount
of proteins (g/ml) was obtained using a
standard curve based on bovine serum albumin
(BSA).

Clotting activities of GECs

The method of Berridge (1952) was used.
The main steps were as following.

The standard substrate, 10% (w/v) of low
heat milk powder in CaCl, (0.01M) solution
was prepared, and the pH was adjusted to 6.5
with 0.1 N NaOH). The GEC 1ml/10ml of
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standard substrate was added and mixed
manually and incubated in a water bath at
30°C. After thoroughly mixing three times, the
“zero” clotting time started. The clotting
activity equation as reported by Berridge
(1952) in rennet units (RU) was used:

RU=10xV/TexQ
RU : rennet unit
V : volume of standard substrate (ml)
Q : volume of GEC (ml)
Tc : time of clotting (sec)

Clotting strength

The clotting activity of GECs was also
reported in clotting strength of Soxhlet (F)
based on the equation of Bourdier and Luquet,
(1981).

F = RU/0.0045

F : Clotting strength of Soxhlet

Proteolytic activity

The method of Bergere and Lenoir (1997)
for the proteolytic activity of GECs was used.
In addition the clotting activity was optimized
by using the method of Shamet et al. (1992).

Coagulation of camel milk by GECs

Camel and bovine milk coagulation was
carried out by using the method of Ramet
(1997). However, the flocculation time was
measured visually by the method of Lenoir et
al. (1997) at different pHs and temperatures.

Optimization of the flocculation time

The flocculation time (ft) of camel and
bovine milk was optimized at four different
pHs (5.8, 6.0, 6.3 and 6.6) and at three
different temperatures (30, 37 and 42°C). The
flocculation time was measured in a test tube
containing 10 ml of milk with the addition of 1
ml of enzyme ( in this case the GEC) and 0.01
M CaCl; (Lenoir et al. 1997) adjusted to the
desired pH with 0.1 M HCI and incubated at
the desired temperature.
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Statistical analysis

All experiments were performed with three
replicates each. All data were reported as
means with standard deviations. An analysis of
variance (ANOVA) was applied to assess

differences among the “Gastric Enzyme
Extract from Camels” (GEC) and the
commercial enzymes by using SPSS

(Statistical Package for the Social Sciences)
software version 18.0. Means comparison was
carried out using a t-test when comparing two
means. P values of less than 0.05 were
considered to be statistically significant.

Results and Discussion

Characterization of crude gastric extract
enzymes (GECs)

The protein average in g/l of the GECs was
1.26, 1.48, and 1.54 for GECI1, GEC3 and
GEC9 respectively. Means were significantly
different at P < 0.05; however, there was an
increase in protein content with the age of the
camels (Table 1).

Table 1. Protein content of GECs.

Gastric enzyme Protein content (g /1)

extracts

GEC 1 1.28 +0.02
GEC 3 1.48°+ 0.02
GEC 9 1.54° +£0.02

Means followed by different letters are significantly different at P < 0.05.
GEC 1: Gastric enzyme extract of 1 year old camel; GEC 3: Gastric enzyme
extract of 3 years old camel; GEC 9: Gastric enzyme extract of 9 years old

camel.

Clotting activity

The clotting activity was the highest for the
GEC 9 (older camels) at 0.360 RU compared to
the GEC 3 at 0.285 RU and GEC 1 at 0.235 RU.
In addition, the commercial bovine rennet had
higher clotting activity at 0.184 RU compared to
the commercial bovine pepsin at 0.163 RU;
however the clotting activity for all GECs at
different ages and the two commercial enzymes,
rennet bovine and pepsin bovine, were
significantly different at P < 0.05 (Table 2).
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Table 2. Change in clotting activity (rennet unit: RU) and strength of Soxhelt (F) according to the
nature of the enzymatic preparations.

Enzymatic preparations Clotting activity (RU) Strength of Soxhelt (F)
GEC 1 0.235*+0.002 51.47£0.13

GEC 3 0.285" +0.001 63.73+£0.26

GEC9 0.360°+0.02 76.61+0.25

Pepsin bovine (Pb) 0.1630% £0.002 35.56 +0.11

Rennet bovine (Rb) 0.184° £0.002 40.7+0.15

Means followed by different letters are significantly different at P < 0.05.

GEC 1: Gastric enzyme extract of 1 year old camel; GEC 3: Gastric enzyme extract of 3 years old camel; GEC 9: Gastric enzyme extract of 9 years old camel

Proteolytic activity

The proteolytic activities of GECs and
commercial enzymes were measured in both
camel and bovine milk whereas all data were
significantly different (P<0.05) (Table 3). The
proteolytic activity of each of the GECs was
higher than those of the commercial enzymes in
both milks. GEC 9 showed a lower proteolytic
activity than GEC 1 and GEC 3. Moreover, GEC
9’s activity was closer to that of the bovine
pepsin. The proteolytic activity of GEC 9 was
0.89 in camel milk and 0.85 in bovine milk

compared to the proteolytic activity of bovine
pepsin of 0.73 and 0.94 in camel milk and bovine
milk respectively. In cheese production, the
desired enzyme should have high clotting
activity and low proteolytic activity (Ramet,
1997). GEC 9 could be considered as a good
source of enzyme for cheese making compared
to GEC 1 and GEC 3. The high clotting activity
and low proteolityc activity as shown by GEC 9
are a pre-requisite for an acceptable rennet
substitute  (Fox, 1969; El-Agamy, 2000a)
particularly for making cheese from camel milk.

Table 3. Proteolytic activity of the enzymatic preparations on camel milk and bovine milk.

Enzymatic preparations

Proteolytic activity

Proteolytic activity
(Bovine milk)

(Camel milk)
GEC 1 1.78* £ 0.020
GEC 3 1.18°*£0.020
GEC9 0.89°* +0.020
Pepsin bovine (Pb) 0.734* £ 0.025
Rennet bovine (Rb) 0.78°* +0.026

1.54* B +£0.020
1.44* B £ 0.020
0.84°B+0.015
0.94 B £ 0.020
1.44°B +£0.015

Means followed by different letters (small caps in column and capital caps in row) are significantly different at P < 0.05.

GEC 1: Gastric enzyme extract of 1 year old camel; GEC 3: Gastric enzyme extract of 3 years old camel; GEC 9: Gastric enzyme extract of 9 years old camel.

Except for the bovine rennet (Figure 1), the
time required to reach the flocculation of camel
milk was shorter than that of bovine milk. These
results are in agreement with those of Kappeler
et al., (2006). In addition the flocculation time
decreased with the age of camels from which
the GECs were extracted. In the same
experimental conditions, the flocculation time
of bovine pepsin was shorter for camel milk
than for cow milk, but higher than GEC 9. This
finding is in agreement with other researchers
who reported that the use of bovine pepsin
could coagulate camel milk (Ramet, 1994,
Siboukeur et al., 2005). In order to define the
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affinity of the enzyme preparations to the two
substrates (camel and cow milk), the ratio
between the flocculation time of bovine milk
and camel milk (ftb/ftc) was determined. Figure
2 shows that the GECs demonstrated an affinity
for both substrates with a ratio over 1.0
compared to 0.17 for the bovine rennet. The
latter has less affinity for camel milk. The ratio
for the bovine pepsin was the highest at 3.32,
indicating that this enzyme could be suitable for
camel milk coagulation, as reported by other
researchers (El-Abassy and Wahba, 1986;
Mehaia, 1987; Wangoh et al., 1993; Ramet,
1994).
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B Bovine milk Camel milk

Floceulation time (sec)

GEC1 GEC3

GEC9 Pb Rb

Enzymatic preparations

Figure 1. Effect of the enzymatic preparations
on the flocculation time of bovine and

camel milk.
GEC 1: Gastric enzyme extract of 1 year old camel; GEC 3: Gastric enzyme

extract of 3 years old camel; GEC 9: Gastric enzyme extract of 9 years old

camel; Pb: Pepsin bovine; Rb: Rennet bovine.
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Figure 2. Effect of the enzymatic preparations
on the ratio of flocculation time of bovine
milk (ftb) and camel milk (ftc).

GEC 1: Gastric enzyme extract of 1 year old camel; GEC 3: Gastric enzyme
extract of 3 years old camel; GEC 9: Gastric enzyme extract of 9 years old

camel; Pb: Pepsin bovine; Rb: Rennet bovine.

Effect of pH on the flocculation time

Milk clotting activity was influenced by the
pH of the milk at the renneting stage. All
enzyme preparations exhibited almost a linear
curve with an increased pH from 5.8 to 6.6. The
optimum pH for clotting camel milk for all
GECs was at 5.8, and the flocculation time
increased with the age of the Camels (GECI,
GEC3 and GECY). Also it appeared that GEC 9
was less affected by the increased pH (Figure
3). The pH of the milk for rapid flocculation is
very important during cheese making since the
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acidification by the lactic acid bacteria helps the
enzyme activity in which the enzyme is a
protease having an optimum activity around pH
5.5. This contributes to the destabilization of the
casein micelles (Ramet, 1994). In regards to
bovine milk (Figure 4), the optimum pH for
GEC 3 and GEC 9 was 6.0. GEC 1 showed a
similar pH at 5.8 with both camel and bovine
milk. Figure 4 shows that both GEC 3 and GEC
9 were less sensitive to pH variations. Based on
these results, bovine and camel milk appear to
behave differently in function of the pH at
renneting, probably due to the difference in the
protein fractions of the two milks. In fact,
Chazarra et al. (2007), Lenoir et al. (1997)
found that the effect of pH of milk on
flocculation was very sensitive and apparent,
thus the flocculation time is further reduced if
the renneting pH is far below the normal pH of
milk. This is in agreement with the findings of
Ramet, 1985, 1993, that all clotting cheese
enzymes are acid protease, that their activity is
optimum at pH 5.5 and also that the kappa
casein presents stability at pH 5.6. This is not
the case for camel milk since the slow pH drop
in camel milk is not conducive to the clotting
activity (Ramet, 1985; Ramet, 2001).
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3 T
2 400 - 1 -
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0 T T 1
5.8 6 6.3 6.6
Renneting pH of camel milk

Figure 3. Effect of renneting pH of

camel milk on the flocculation time.
GEC 1: Gastric enzyme extract of 1 year old camel; GEC 3: Gastric enzyme

extract of 3 years old camel; GEC 9: Gastric enzyme extract of 9 years old
camel; Experiment conditions: GEC inoculation rate = 5% (v/v), CaCI2 = 0.01M,

n=3.
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Figure 4. Effect of renneting pH of bovine milk

on the flocculation time.
GEC 1: Gastric enzyme extract of 1 year old camel; GEC 3: Gastric enzyme

extract of 3 years old camel; GEC 9: Gastric enzyme extract of 9 years old
camel; Experiment conditions: T° = 37°C, GEC inoculation rate = 5% (v/v),

CaCl2=0.01M, n= 3.

The effect of temperature on the
flocculation time of the various GECs on
camel milk is shown in Figure 5. Increasing
temperatures (30, 37 and 42°C) led to a
decrease in flocculation time by all GECs.
However, the shortest flocculation time was
obtained with GEC 9, indicating that GEC 9
could be the more stable enzyme but all GECs
showed an optimum activity and flocculation
time at 42°C (Figure 5). This is in line with the
data reported by Ramet (1985, 1993), that the
optimum temperature of most clotting enzymes
were around 40-50°C, but beyond these values
there was a progressive denaturation of the
enzyme and at 65°C there was no activity.
Similarly, Mohanty et al., (2003) reported that
the proteolytic activity of buffalo chymosin
treated at different temperatures exhibited a
relatively stable proteolytic activity curve up to
a temperature of 55°C after which there was a
decline of the activity. Measuring the
flocculation time at different renneting
temperatures suggested which enzyme could
be more suitable for camel milk clotting in a
short period as well as in the manufacture of
various type of cheeses, such as soft, semi-hard
and hard cheese.
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Figure 5. Effect of renneting temperature of

camel milk on the flocculation time.
GEC 1: Gastric enzyme extract of 1 year old camel; GEC 3: Gastric enzyme

extract of 3 years old camel; GEC 9: Gastric enzyme extract of 9 years old
camel. Experiment conditions: pH= 5.8; GEC inoculation rate = 5% (v/v), CaCl2
=0.01M, n=3.

The effect of temperature on flocculation
time of the various GECs in bovine milk is
shown in Figure 6. In contrast with camel milk,
all GECs showed their optimum flocculation
time at 37°C; and the shortest flocculation time
was obtained with GEC 9 indicating that this
enzyme had some affinity with both milk
substrates (Figure 7). In addition, the age of
camels had a significant (P < 0.05) influence on
the flocculation time, the older the camels, the
shorter the flocculation time required. Ramet
(1985) reported that pepsin is the minor
component of rennet but its secretion increases
after the lactation period. On the other hand,
Wangoh et al. (1993) did not conduct their study
with different age of camels, but their study
recommended the use of gastric enzyme
extracted from the abomassa of camels rather
than from other species. Based on all data, the
short flocculation time obtained with the GECs
were probably due to the presence of pepsin,
which was in higher amount in GEC 9 compared
to GEC 3 and GEC 1. Similarly, Ramet (1994)
reported that the use of bovine pepsin provided a
rapid flocculation time in camel milk compared
to bovine milk. Therefore, this suggested that the
content of pepsin was higher in the older camels
(GEC 9), as previously reported by Wangoh et
al. (1993). This finding was in contrast with the
case of bovine chymosin which is extracted in
younger calves. It can be concluded that the
pepsin content in older camels (GEC 9) has more
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coagulating activity than proteolytic activity in
camel milk due to the molecular difference in
camel proteins and bovine proteins, such as the
distribution and size of the casein micelles,
various fractions of the casein, sites of the
potential cleavage and denaturation (Attia et al.,
2000; Kappeler et al., 2006; El-Agamy et al.,
2000a). This low  proteolytic  activity
demonstrated by the GEC9 supported the
findings of Bansal et al. (2009) that the
recombinant camel chymosin produced low level
of proteolysis in Cheddar cheese.
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Figure 6. Effect of temperature of bovine milk

on the flocculation time.
GEC 1: Gastric enzyme extract of 1 year old camel; GEC 3: Gastric enzyme

extract of 3 years old camel; GEC 9: Gastric enzyme extract of 9 years old
camel; Experiment conditions: pH= 6; GEC inoculation rate = 5% (v/v), CaCI2 =

0.01M, n= 3.
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Figure 7. Effect of enzymatic preparations on
the flocculation time of camel milk and bovine
milk.

GEC 1: Gastric enzyme extract of 1 year old camel; GEC 3: Gastric enzyme
extract of 3 years old camel; GEC 9: Gastric enzyme extract of 9 years old

camel.
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Overall, based on the data reported and in
line with other researchers’ reports (Farah and
Bachman, 1987; Desmazeaud, 1990; Mehaia,
1992; Ramet, 1993; Thouvenod, 1997), this
study proposes an optimum temperature at
42°C and a pH of 5.8 for an optimum clotting
activity and flocculation time using crude
gastric enzymes extracted from camels.

Conclusion

The crude gastric enzyme preparations
from camels (GEC) obtained from the older
camels showed better coagulation activity in
both milks. Flocculation time data showed that
the GECs and bovine pepsin had good
specificity towards bovine casein and camel
casein. In addition, the short flocculation time
obtained for GEC 9 (older camels) at an
optimum temperature of 42°C and a pH of 5.8
thus encouraging the fact that older camels are
more available for slaughter in Algeria.
Therefore the production of GEC from older
camels could be an excellent substitute for the
commercial chymosin for cheese making using
either bovine or camel milk. This study
focused primarily on the coagulation step on
making cheese curd that represents a key step
in cheese making. It is recommended that
additional research be conducted to purify the
extract, to characterize the extract using
electrophoreses and finally for the production
of various types of cheeses from camel milk.
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Résumé

En vue de remédier au probléme de la coagulatidaitide chamelle, nous nous sommes proposéidartitles
enzymes gastriques coagulantes issues de dromsdadifférents ages (7mois, 14mois et 6 ans) Bxtr®its

Coagulants brutes de Dromadaire obtenus, dénom@Bs §ont ensuite caractérisés a travers leurs tesen

protéines et leurs activités coagulante et prgtigple qui ont été comparées a celles de la peésude la
pepsine bovines. Les conditions de coagulationaituphr action de ces ECD ont été optimisées. bgpsede

floculation du lait de chamelle traité par toutes préparations enzymatiques et dans différenteditains a été
calculé. Les résultats obtenus montrent que I&ailon des extraits gastriques bruts issus de diaines agés
donne de meilleurs résultats que ceux issus deege L'optimisation du temps de floculation sieht & des
conditions de coagulation de pH de 5.8, a une éeatpre de 42°C et a une concentration en £30.01M.

Mots clés: Algérie, fromage, lait, présure, transformation

Study of coagulation of camel milk: use of camel g&ic extracts at
different ages

Abstract

In order to address the problem of coagulationashel milk, we proposed the use of gastric enzymesaeed
from the abomasums of camels (Camelus dromedaidijferent ages (7months, 14mois and 6 years)tibine
purified gastric enzyme extract from camels calieD, are then characterized through their proteirtent and
coagulant and proteolytic activities which were pamed with those of rennet and bovine pepsin. Tmglitions
of coagulation of the milk by the action of ECD babeen optimized. The flocculation time of camelkmi
processed by all enzyme preparations and undegrelift conditions was calculated. The data showetttte
ECD from the older camels gave the best resultsifgigntly (P<0.05) for both milk clotting activity and
flocculation time of camel milk compared to the ethested enzyme preparations. The optimum flotiona
time was obtained at pH 5.8, 42°C and a conceatrati 0.01M CaCl2.

Keywords: Algeria, cheese, milk, rennet, processe



Introduction

Malgré la richesse nutritionnelle du lait camelinde sa bonne qualité microbiologique, sa

transformation en produits dérivés est presqueistamnte tel gu’en fromage qui permet de

conserver ses éléments nutritifs) ainsi que sesivénérapeutiques sur des périodes plus ou
moins longuegYagil 1982, Wilsonl988, Kamouret Bergaoui 1989 ).

Dans ce volet, les essais menés pour la valonmsdtoce produit via sa biotransformation, on
montré sa faible aptitude a la coagulation par ftésygre commerciale bovine. Cette
caractéristique assignée a la composition quangtat qualitative de ce lait, se manifeste par
des temps de coagulation plus longs et par unkefadnsistance des gels obtenus.

Dans le but de remédier au retard a la coagulat@ne lait, des adaptations technologiques
ont été proposées par divers autedahoun 1995Mehaia 1993). En effet, des études ont
éte réalisées sur la conservation du lait camelgadransformation en sous produits (beurre,
fromage et creme glacé) (Ramet 1993, FataRueggl989 et Kamoun et Bergaoui 1989).
Des résultats obtenus, d'un projet FAO, confirmgoe le lait de chamelle peut étre
transformé en fromag@Abu-lehia 1989). Par ailleurs, la faible aptituddaacoagulation
enzymatique aboutit & une affinité limitée pouptaésure et a une structure friable des gels
formés.

Néanmoins, le choix des enzymes coagulantes a gerpést un facteur déterminant de la
durée de coagulation du lait de chaméRamet 1989). En d’autres termes, les protéases
gastriques a dominance pepsine coagulent miewitledmelin que les protéases gastriques
camelines a dominance chymosine.

A fin de renforcer ce résultat, nous nous sommepqees d’étudier I'action des extraits
coagulants gastriques de dromadaires de différéaiges (7mois, 14 mois et 6 ans) sur la
coagulation du lait camelin afin d’appréhender dkeNion de la nature de ces protéases durant
la croissance de I'animal.

Matériel et méthodes

Les caillettes issues de dromadaires agés de g, dimois et de 6 ans, proviennent de
I'abattoir communal d’Ouargla. Ces caillettes sdatées, dégraissées, découpées en laniéres
puis conservées a -18 °C. La poudre du lait boeierdé de type « Low heat a servi
comme substrat standard pour la mesure de I'agtogagulante. La poudre de la pepsine et
de la présure bovines ont été utilisés pour Isgiegomparatifs.

L’appréciation de la qualité microbienne du last chamelle cru est réalisée par le test de la
réductas€Guiraud 1998

Les trois extraits coagulants provenant des cailede dromadaires agés de 7 mois, 14 mois
et 6 ans dénommeés ECD 7, ECD 14 et ECD 6 respactint sont obtenus selon la méthode
proposée par Valles et Furret (197Qes extraits sont caractérisés par leurs teneurs en



protéines totales qui sont dosées selon la métidedéowry etal (1951), leur activité
coagulante (UP) qui est calculée selon Berridg&Z)i®ar la formule suivantedP= 10 x
VITc x Q et leur activité protéolytique dont la mesust basée sur lintensité de la
protéolyse des caséines bovines en solution, sacisoh enzymatique de ces extgitLe
substrat caséinique est obtenu par une solubdisai 2% (P/V) dans I'eau distillée, des
caseéines bovines lyophilisées séparées selon laodetde Schamet at (1992).La mesure
de la protéolyse est effectuée aprés un repos denh5 a la température ambiante, du
mélange filtré et enfin, a lieu la déterminatianl@bsorbance a 280nm.

La coagulation du lait par les EC est estimée [gaaluation du temps de floculation (le
temps écoulé depuis I'emprésurage jusqu’a I'apparidles premiers flocons visibles a I'ceil
nu) (Mehaia 1993 La concentration de I'extrait coagulant (ECD) teflie que la floculation
du lait au pH = 6.3 (& une concentration de Gael0.01 M et a 30 °C) a lieu apres environ
15 minutes.

Les résultats obtenus ont été analysés par des tegiva multifactoriels grace au logiciel
SPSS (Statistical Package for the Social Scierst#syare version 18.

Résultats et discussions

Le test de la réductase a révélé que le lait étpdssede une bonne qualité microbiologique.
Il est important de travailler avec un lait tresiphargé en micro-organismes et de le refroidir
le plus rapidement possible apres la traite, atempérature la plus proche de 0° C et jamais
supérieure a 4° C (en pratique de + 2°C a +4°C).

Caractérisation des extraits coagulants

Taux de protéines

Les taux moyens des protéines exprimeés en (g/lexieaits ECD7, ECD14 et ECD6 sont
présentés dans le tableau 1.

Tableau 1.Quantité de protéines contenues dans chaque ECD

Préparations enzymatiques Taux de protéines (g/l)
ECD7 0.976 £ 0.01872
ECD14 1.379+ 0.0174 3
ECD6 1.737 £0.01922

La différence de moyenne est significative (p 28)0

Méme si les écarts ne sont pas importants entreatesrs, il n’en demeure pas moins que les
teneurs protéiques des extraits ont tendance aenignen fonction de I'age de I'animal.

L'activité coagulante

L’activité coagulante (exprimée en UP) des ECIssde caillettes de dromadaires les plus
agés ECD6 (correspondant probablement a la pepsstda plus élevée .Elle est suivie de
celle de 'ECD14 et enfin de celle 'TECD7 Notonseqgpour les extraits de bovin testés, la
présure donne une activité légerement supérieceieobtenue avec la pepsine.



D’apres les analyses statistiques, toutes les eszysont différentes significativement par
leur activité coagulante. De ce fait, elles apparient chacune a un groupe (tableau 2).

Tableau 2 Variation de I'activité coagulante (UP) et dddece de Soxlet en fonction de la nature de

'enzyme.

Préparation enzymatique Activité Coagulante (UP) Force de Soxlet
ECD7 0.236 + 0.00196 51.467 £0.129
ECD14 0.288" + 0.00992 63.727 £ 0.256
ECD6 0.378° £ 0.00176 76.638 £ 0.249
pepsine bovine (Pb) 0.157 +0.00186 35.557 £0.109
Présure bovine (Prb) 0.178 + 0.00176 40.737 +0.148

La différence des moyennes est significative QGD).
L’activité protéolytique

L’activité protéolytique de ces ECD sur le laitwin est illustrée dans le tableau 3.

Tableau 3: L'activité protéolytique des différentes enzymesa-vis du lait camelin

Préparations enzymatiques L’activité protéolytique
EC7 1.776 +0.00187
ECD14 1.179 + 0.00176
ECD6 0.887 + 0.00198
Pb 0.728' + 0.00165
Prb 0.778 + 0.00186

La différence des moyennes est significative @20).

D’aprés ce tableau nous remarquons que 'ECD6agatctérisé par une activité protéolytique
relativement faible et qui se rapproche de ceadléadpepsine bovine. Les deux laits réagissent
presque d’une maniéere identique vis-a-vis des EEXDrevanche la présure bovine est trés
protéolytique envers le lait bovin. En industrienfragere, on recherche toujours a ce que les
enzymes coagulantes utilisées aient une activitAguante élevée et une activité
protéolytique faible (Ramet 1997). L'ECD6 semb&r ponséquent, le mieux indiqué par
rapport aux autres ECD d'une part et a la présavwine commerciale qui est habituellement
utilisée dans l'industrie fromagere de I'autre part

Le temps de floculation

Les temps de floculatiofif) mesurés, en fonction de la nature de I'enzymes da dhature du
substrat dans une température de 30°C et pH dst@ustré par la figure (1). Il ressort de
cette figure que le temps nécessaire pour la lthiom de lait de chamelle varie selon I'age
de I'animal. Dans les mémes conditions d'utilisatile tf enregistré pour le lait camelin suite
a 'emploi de la pepsine est inférieur a celui gisée en utilisant la présure. Ces résultats
confirment les déductions de quelques auteurs pgigonisent I'emploi préférentiel de la
pepsine pour coaguler le lait de dromadaire (Ra@&&1 si boukeur et al 2005).



Temps de floculation (sac)

Preparations enzymatiques

Figure 1: Variation du temps de floculation des laits chmet bovin en fonction de I'enzyme
utilisée (ECD7, ECD14, ECD6,). ECD1=extrait derdadaire 4gé de 7 mois ;
ECD14= extrait de dromadaire agé de 14 mois ; E@RBait de dromadaire agé de 6ans ;
Pb= pepsine bovine ; Prb =présure bovine
La différence des moyennes est significative @&0).

Les résultats de I'étude statistiqgue (anova) ommtné que la nature de I'enzyme utilisée a un
effet trés significatif sur le temps de floculatiqp< 0.05) Les enzymes forment chacune un
groupe.

Dans les conditions de températures 30°C et udgBbl, I'affinité des enzymes gastriques de
dromadaires est intéressante pour la coagulatidaiide chamelle. Le temps de floculation
de ce lait par action de ces extraits, a été anéééin faisant varier le pH et la température.

Influence de pH de I'emprésurage sur le temps dedtulation du lait de chamelle traité par les ECD

En se basant sur les résultats des analyses @&danous pouvons dire que I'effet du pH est
trés significatif(pc 0.05) . L'évolution du temps de floculation dut ldé chamelle, en fonction
du pH (figure 2) a montré que le pH optimum destées ECD est de 5.8 dans toutes les
températures. Nous remarquons aussi que 'ECDéeestoins sensible aux variations du pH
par rapport aux ECD7 et ECD14 notamment dans largaB8-6.3. Nos résultats concordent
avec ceux obtenus par Chazarraale2007). Le pH de floculation est particulierement
important a prendre en considération au niveauntdolique car l'acidification favorise
l'activité de I'enzyme, qui est une protéase, ayamd activité optimale généralement située
autour du pH 5.5 et au méme temps elle contridaad@stabilisation des micelles de caséines
(Ramet 1994).
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Figure 2. variation du temps de floculation du lait de chienpar action des ECD en fonction du pH.
Conditions de I'essai ; dose d’ECD = 5% (v/v), Ga€0.01M, n= 3
La différence des moyennes est significative @&D).

En effet, l'influence de pH du lait sur le tempsflbeulation est tres sensible et apparente, ce
dernier devient plus court lorsque le pH est aléas dessous de sa valeur normale dans le
lait. De méme, selon Ramet (1989) toutes les enzymnagulantes de fromagerie sont des
protéases a caractére acide. De ce fait, leurit#ctgt généralement optimale aux valeurs de
pH proches de 5,5 car la caséine Kappa présenteadimum de stabilité dans I'intervalle de
pH (5-6). Cet auteur montre également que le phinabdu lait de chamelle n’est pas trés
favorable a I'activité coagulante. L’influence dacidification sur le temps de floculation
résulte d'un effet sur I'activité de I'enzyme, atfhvorisation de la réaction d’agrégation des
micelles. A partir de ces résultats, il semble lgupH constitue donc un parametre décisif en
vue d’améliorer le temps de floculation du laita@melle par I'action des ECD.

Influence de la température de I'emprésurage surel temps de floculation du lait de chamelle traité qr les
ECD

L’élévation de la température, (mesurée entre 3@2&tC), s’accompagne d'une diminution
du temps de floculation du lait traité par les ECB temps de floculation le plus court est
observé pour 'ECD6 a la température de 42°C .N®tgue cette température est I'optimale
pour tous les ECD (Figure 3). La température ogdenda I'activité des enzymes coagulantes
se situe pour la plupart au voisinage de 40-504kf dessus de cette valeur, se produit une
dénaturation progressive de I'enzyme qui deviennhmlete vers 65C° (Ramet 1993).En
pratique, elle est comprise entre 20-22 C° poumpkbss fraiches et 30-42C° pour les pates
dures (Ramet 1987).
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Figure 3. variation du temps de floculation du lait de cheniaité par les ECD en fonction de la tempématur
Conditions de I'essai ; dose d’ECD = 5% (v/v), Ga€0,01M, n= 3
La différence des moyennes est significative @20).

Les résultats que nous avons obtenus, suggerehyguune affinité importante de I'enzyme
extraite de caillettes de dromadaires adultes wis-adu lait camelin dans toutes les
conditions. (Figure 4)

Temps de floculation (sec)

Préparations enzymatiques

Figure 4. variation du temps de floculation du lait camedn fonction de I'age d’ECD utilisé.
La différence des moyennes est significative @39).

C'est d'ailleurs en se basant sur des résultatslesies que Wangotet al (1993) ont

recommandé ['utilisation des enzymes gastriquesdidenadaire dans le processus de
coagulation du lait de chamelle, plutdét que celtssies d’'autres espéces. Par ailleurs, les
temps de floculation plus faibles du lait de chdenpbr 'ECD, sont probablement favorisés



par la pepsine, contenue a forte dose dans I'éxjaatrique coagulant de dromadaires adultes
(ECD6). En effet, selon Ramet (1994), l'utilisatida la pepsine bovine aboutit & des temps
de floculations, plus faibles du lait de chamelle.

Etant donné qu’aux températures utilisées, la padjoa enzymatique isolée a partir des
dromadaires les plus agés donne le temps de flomulke plus court, cela suggere que la
pepsine, qui se trouve en abondance dans la taidles animaux adultes, exerce un effet
coagulant plus intéressant sur le lait camelinré3eiltat est en accord avec les constatations
faites par Wangoh el (1993) et Ramet (1994). Ceci parait paradoxal,osistnous basons
sur les connaissances acquises sur les extraigmeatigues issus de caillettes de bovidés. Ces
extraits perdent avec I'age leur activité coagwdaet acquierent en paralléle une activité
protéolytigue marquée, due a la pepsine, qui rpast toujours propice dans les premiéres
étapes de la transformation fromagére du lait. Ge@et, comme la nature protéique du lait
de chamelle présente quelques différences notadolegarativement au lait de référence
(dimension et nature des micelles, nature et ptapodes protéines présentes, sites potentiels
de coupure des caseéines etc...), il peut étre admeid’ activitée de la pepsine pour ce substrat
soit davantage coagulante. Si c’est le cas, ceatteynee serait parmi les facteurs de
réajustement a envisager pour ameliorer l'aptitddelait camelin a la transformation en
fromage.

Cette perspective est d’autant plus intéressardadjon sait que des extraits contenant cette
enzyme, peuvent étre obtenus en quantité, vuddiveldisponibilité des dromadaires adultes
destinés a l'abattage. Par ailleurs, les nomaéelAtiaggar (Sud de I'Algerie) fabriquent
leurs fromages en utilisant exclusivement commeitageagulant, des morceaux d’estomac
issus de lapins du désert. Cet estomac renfermmimeochez tous les mammiféres, de la
pepsine. Ce qui conforte le statut privilégié depdgosine pour coaguler le lait camelin. En
Egypte, El- batawy et al (1987) ont montré quepépsine provenant des estomacs de
dromadaires adultes, pouvait étre utilisée poudyire une préparation coagulante dans des
conditions acceptables d'activité et de stabilifBoutefois, le pH d'emprésurage influe
directement sur l'activité des enzymes coagulatggsomagerie, qui sont des protéases ayant
une activité optimale située autour du pH 5,5 (Rat894). Selon les essais réalisés, une
acidification du lait au pH de 5.8 améliore sereiént les temps de floculations du lait de
chamelle, incubé en présence d’extraits enzymaigsesus de caillettes de dromadaires
adultes. Par ailleurs, Farah et Bachman (1987),aMefl1992) ainsi que Ramet (1993) ont
montré l'existence d’une relation presque linéadrgre la température et I'activité des
préparations coagulantes dans l'intervalle de teatpée de 25 a 40°C. Selon Desmazeaud
(1990), la vitesse de coagulation enzymatique dyéa la présure serait maximale entre 40
et 42°C. Cette vitesse diminue progressivementemsgus de ce seuil (Thouvenot 1997). A
base de ces résultats, nous préconisons une teomeéoptimale de 42°C et un pH de (5.8)
pour une meilleure activité des extraits enzymaisqgolés d’origine cameline.

Conclusion

Les préparations enzymatiques brutes extraiteSeesur leur pouvoir de coagulation
de du lait camelin ont montré que les meilleurestades correspondent a celles issues de
'animal le plus agé (ECD6). L’étude du temps kedlation a permis d’affirmer qu’il y a
une bonne affinité des extraits coagulants de ddaima pour le lait camelin. Ce résultat est
tres encourageanti la pénurie mondiale de la présure et les fhtobns de son prix suite a quoi
son importation présente un handicap majeur podéleloppement de la production locdles



essais réalisés ont aussi montré que la réductiderdps de floculation est possible a un pH
d’emprésurage voisin de 5,8 et a des températwessimantes 42°C. Ce résultat est
encourageant étant donné la disponibilité desetwf de dromadaires adultes préts a
'abattage dans le sud Algéridtiensemble des résultats auxquels a abouti ntmdeéonstitue
une premiére évaluation de la caractérisation gnése de coagulation lors de la substitution de
la présure par les extraits coagulants de dromadair
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ABSTRACT

Camel milk 1s recognised to furnish important components including vitamin C, niacin and
riboflavin. It is alse known to provide health protective functions such as anti-diabetic,
anti-infectious, anti-stress and its effects against stomach-ache to name a few. However, its
valorisation is still very limited. The particular composition of this milk makes its conservation and
transformation very difficult. Investigation on the conservation possibilities of camel milk, thus, its
transformation into derived preducts such as cheese so as the population gets the full benefits from
its nutritional and therapeutic virtues, i1s hereby undertaken. However, previous reports showed
its weak coagulation propriety, which is the key toits transformation into derived products. In order
to remedy this obstacle, a variety of techniques have been proposed including the use of dromedary
gastric enzymes. The data showed that the GEC from the older camels gave the best results
significantly {p<0.05) for both milk clotting activity and flocculation time of both bovine and camel
milk compared with the other tested enzyme preparations. The optimum flocculation time was
obtained at pH 5.8 and 42°C for the camel milk and at pH 6.0 and 37°C for bovine milk.

Key words: Dromedary, milk, protein, cheese, pepsin, chymosin, coagulation

INTRODUCTION

The dromedary (Camelus dromedarius) is an animal particularly adapted to the aridity of its
environment especially in the steppe and desert zones of the Algerian Sahara (Wilson, 1984). In
spite of these extreme agro-climatic conditions, the species produces milk which is recognized
as complete food for human beings because it contains most of the essential nutrients
(Singh and Sachan, 2011). Not only particularly rich in lipids, proteins and glucides but also in
vitamins (especially vit. C) and minerals. This milk of which the conservation period at ambient
temperature is prolonged by some days, because the animal udder is endowed with a sophisticated
antibacterial system (Al-Humaid et al., 2010), has nonetheless weak transformation aptitudes into
derived products. This is considered as a limiting factor as for the technoelogical transformation of
this milk, in spite of its important quantitative and qualitative production that can easily answer
the population requirements in these regions (Ramet, 2001).
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Within the context of finding a solution to such a hindrance, many studies were carried out
during the last few decades, all of which have the ultimate goal of improving the technological
aptitudes of the milk, notably the one of cheese-making (Ramet, 1985, 1994, 2001; Farah, 1993;
Farah et al., 1990; Laleye et al., 2008),

The coagulation phase has been particularly investigated testing a large variety of enzymes
{rennet, pepsin, microbial enzymes, ete.) However, coagulation techniques using rennet have not
been conclusive (Mehaia, 1993; Bayoumi, 1990; Ramet, 1997), the test carried out using bovine
pepsin camifloc commercial enzymes or dromedary gastric enzymes provided interesting results
{(Wangoh et al.,, 1993; Ramet, 1994; Elagamy, 2000b; Siboukeur et af., 2005; El-Zubeir and
Jabreel, 2008 Saliha et al., 2011).

For a better control and understanding of these preparations, we propose in the current study
to optimize the flocculation duration using gastric protease extracted from the stomach of various
aged dromedaries.

MATERIALS AND METHODS
Materials: The experiments were conducted during 2010 to 2011 at the University of K. Merbah,
Ouargla Algeria.

The camel abomasa samples were collected over two years and the laboratory experiments were
carried out during the year 2010-2011.

Abomasal tissues: The camel abomasal tissues were obtained from camel slaughterhouse of
QOuargla, Algeria. The abomasa (sing. abomasum) were obtained from camels of different ages
{young animals suckling, fed mixed and adults. The abomasal tissues were cleaned with running
water, defatted, cut in slices, packaged in plastic bags and frozen at -8°C,

Commercial enzymes: Bovine pepsin in powder form and bovine rennet containing 80%
chymosin and 20% pepsin were purchased from Texel-Poulenc (France).

Milk samples: The camel milk was collected early morning from a free range camel herd
(Camelus dromedarius), breed Sahraoui, in good health, living in the South-East Ouargla region
{Algeria). The mmlk samples were collected in sterile bottles and delivered in a cooler with ice to the
laboratory (Laboratory of Ecosystems Protection in Arid and Semi-Arid Regions, Department of
Biology, Merbah-Ouargla University, Algeria).

Methods

Extraction of gastric enzymes from camel abomasal tissues: The method of gastric enzymes
extraction from bovine abomasal tissue as described by Valles and Furet (1977) was used with
minor modifications. The steps involved were: (1) soaking of a known weight of sliced abomasal
tissue in 1.25 volume of 0.2 M HCL at 42°C temperature for 60 min and filtration through a paper
filter, (2) clarification: of the extract using 1% (v/v) of 1 M solution of Al,SO, and 5% of a 1 M
solution of Na,50, (1 M) heated to 42°C, After filtration a yellowish clarified solution was obtained
and (3) concentration: A double solution of saturated NaCl containing 1% (w/w) of concentrated
HC1 was added to the known weight of the abomasal tissue. After mixing, the mixture was put to
rest for one h, centrifuged at 2100 g for 20 min, the supernatant was discarded and the wet weight
was recorded followed up by adding 10% (wlv) of distilled water. The pH of the concentrated
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filtrated was adjusted to 5.5 with Na,HPO, at 42°C. The extracted camels’ gastric enzymes obtained
were assigned the labels GEC S for young animals Suckling; GEC FM for animals Fed Mixed and
GEC A for Adults’ animals. The fresh GEC analyzed and some samples were stored at 4°C with the
addition of 10% {v/v) of thymol and 10% NaCl for preservation purpose.

Protein analysis of the GEC: The method of Lowry ef al. (1951) was used to determine the
protein content of the gastric enzyme extracts of camels. The amount of proteins (g mL™") was
obtained using a standard curve based on Bovine Serum Albumin (BSA).

Clotting activities of the GEC: The method of Berridge (1952) was used. The main steps were
the following.

The standard substrate was the “low heat” milk powder at 10% (w/v) solution in CaCl, (0.01 M)
solution and the pH was adjusted te 8.5 with 0.1 N NaOH The GEC was added at 1/10 mL™" of
standard substrate and mixed manually and incubated in a water bath at 30°C. After thoroughly
mixing three times, the clotting time zerc started. The clotting activity equation as reported by
Berridge (1952) in rennet units (RU) was used:

10xV
TexQ

RU=

Where:

RU: Rennet Unit

V: Volume of standard substrate (mL)
3: Volume of GEC {mlL)

Te: Time of clotting (sec)

Clotting strength: The clotting activity of the GEC was also reported in clotting strength of
Soxhlet (F) based on the equation of Bourdier and Luquet (1981):

Fe RU
0.0045

Where:
F: Clotting strength of Soxhlet

Proteolytic activity: The method of Bergere and Lenoir (1997) for the proteclytic activity of the
GEC was used. In addition the clotting activity was optimized by using the method of
Shamet et al. (1992).

Coagulation of camel milk by the GEC: Camel and bovine milk ccagulation was carried out
by using the method of Ramet (1997). However, the flocculation time was measured visually by the
method of Lenoir et ¢l (1997) at different pH and temperatures. The flocculation time 1s the time
between the addition of coagulating enzyme of the appearance of flakes visible to the naked eye.
This method consists in the introduetion of 10 mL of milk in a test tube with a fixed concentration
of CaCl, solution and incubated at the desired temperature after the addition of a coagulant

enzyme concentration. The concentration of the enzyme is such that the flocculation of milk
to pH = 6.3 (a concentration of 0.01 M CaCl, and 30°C) occurs after about 15 min.
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Optimization of the floecculation time: The flocculation time (ft) of camel and bovine milk was
optimized at four different pHs (5.8, 6.0, 6.3 and 6.6) and at three different temperatures
(30, 37 and 42°C). The mixture 1s adjusted to the desired pH with 0.1 M HCI, incubated at the
desired temperature (Lenoir ef al., 1997).

Statistical analysis: All experiments were performed with three replicates each. All data are
reported as means with standard deviations. An analysis of variance (ANOVA) was applied to
assess differences among the “Gastric Knzyme Extract from Camels” (GEC) and the commercial

enzymes by using SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) software version 18.0.

RESULTS AND DISCUSSION
Characterization of gastric extract enzymes: The protein average in g L' of the GEC was
1.26, 1.38 and 1.44 for GECS, GEC FM and GEC A, respectively. Means are significantly different

at p<0.05. There was an increase in protein content with the age of the camels (Table 1).

Clotting activity: The clotting activity was the highest for the GEC A (older camels) compared
to the GEC FM and GEC 8. In addition, the commercial bovine rennet had higher clotting activity
compared to the commercial bovine pepsin, however, the clotting activity for all gastric enzyme
extracts from camels at different ages and the two commercial enzymes, rennet and pepsin bovine,
were significantly different at p<0.05 (Table 2).

Proteolytic activity: The proteolytic activity of the GEC and commercial enzymes were measured
on both camel milk and bovine milk and all data were significantly different (p<0.05) (Table 8). The
proteolytic activity of each of the GEC was higher than those of bovine enzymes on both milks. An
increase in absorption at this wavelength (280 nm) could be fully attributed to the formation of
unspecific cleavage products. Kappeler et al. (2006) observed that the proteolytic activity of
enzymes increased with higher incubation temperatures and alse when the pH of the assays was
decreased.

Table 1: Protein content of GEC

Gastric enzyme extracts Protein content, (g L.™%)
GECS 1.2620.022
GEC FM 1.38+0.02¢
GEC A 1.6420.02°

Means followed hy different letters are significantly different at p<0.05, GEC 8: Gastric enzyme extract of camel suckling,
GEC FM: Gastric enzyme extract of camel with Fed Mixed, GEC A: Gastric enzyme extract old camel adult

Table 2: Change in clotting activity (rennet unit: RU)

Enzymatic preparations Clotting activity (RU)
GECS 0.135£0.0022
GEC FM 0.255+0.001°
GEC A 0.410+£0.020°
Pepsin bovine (Pb) 0.123+0.002¢
Rennet bovine (Rb) 0.164+0.002¢

Means followed by different letters are significantly different at p<0.05, GEC 8: Gastric enzyme extract of camel suckling, GEC FM:
Gastric enzyme extract of camel with Fed Mixed, GEC A: Gastric enzyme extract old camel adult, Pb: Pepsin bovine, Rb: Rennet bovine
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Tahble 3: Proteolytic activity of the enzymatic preparations on camel milk and bovine millk

Enzymatic preparations Proteolytic activity (Camel milk) Proteolytic activity (Bovine milk)
GEC S 1.68+0.020° 1.4440.020°
GEC FM 1.28+0.020" 1.24+0.020°
GECA 0.79+£0.020¢ 0.84+0.015
Pepsin bovine (Ph) 0.63+0.025¢ 0.84+0.020¢
Rennet bovine (Rh) 0.58+0.026° 1.34+0.015°

Means followed by different letters are significantly different at p<0.05, GEC S: Gastric enzyme extract of camel suckling, GEC FM:
Gastric enzyme extract of camel with Fed Mixed, GEC A: Gastric enzyme extract old camel adult, Pb: Pepsin bovine, Rb: Rennet bovine

GEC A showed a lower proteolytic activity than GEC S and GEC FM. However GEC A showed
a proteclytic activity close to that of the bovine pepsin; the proteoclytic activity of GEC A was 0.89
on camel milk and 0.85 on bovine milk compared to the proteclytic activity of bovine pepsin of 0.79
and 0.94 on camel milk and bovine milk, respectively. In cheese production, the desired enzyme
should have high clotting activity and low proteolytic activity (Ramet, 1997). GEC A could be
considered as a good source of enzyme for cheese making compared to GEC 5 and GEC FM. The
high clotting activity and low proteclytic activity as shown by GEC A are a pre-requisite for an
acceptable rennet substitute (Fox, 1969; Elagamy, 2000a) particularly for making cheese from
camel mmllk.

Except for the bovine rennet (Fig. 1), the time required to reach the floceulation of the camel
milk was shorter than that of the bovine milk. These results are in agreement with those of
Kappeler et al. (2008),

In addition the flocculation time decreased with the age of camels from which the GEC were
extracted. In the same experimental conditions, the floceculation time of bovine pepsin was shorter
for camel milk than for cow milk but higher than GEC A. This finding is in agreement with other
researchers who reported that the use of bovine pepsin could coagulate camel milk (Ramet, 1994,
Siboukeur et al., 2005). In order to define the affinity of the enzyme preparations to the two
substrates (camel and cow milk), the ratio between the flocculation time of bovine milk and camel
milk {ftb/ftc) was determined. Figure 2 shows that the GEC demonstrated an affinity for both
substrates with a ratio over 1.0 compared to 0.17 for the bovine rennet. The latter has less affimty
for camel milk. The ratio for the bovine pepsin was the highest at 2.32, indicating that this enzyme
would be suitable for camel milk coagulation, as reported by other researchers (El-Abbassy and
Wahba, 1986; Mechaia, 1987; Wangoh ef al., 1993; Ramet, 1994). The large variations in the ability
of cow rennet to coagulate camel milk reported in literature (Bayoumi, 1990; Farah and Bachmann,
1987; Mohamed, 1990; Ramet, 1985) may be explained by differences in the pepsin content of the
rennet used. The better coagulation of camel milk by camel rennet could be the result of better
suitability of camel rennet for coagulating camel milk.

Effect of pH on the flocculation time: Milk clotting activity was influenced by the pH of the
milk at the stage. All enzyme preparations exhibited almost a linear curve with an increased pH
from 5.8-6.6. The optimum pH for clotting camel milk for all GECs was at 5.8 and the flocculation
time increased with the age of the camels (GECS, GECFM and GECA). Also it appeared that GEC
A was less affected by the increased pH (Fig. 3). The pH of the milk for rapid flocculation is very
important during cheese making since the acidification by the lactic acid bacteria helps the enzyme
activity in which the enzyme is a protease having an optimum activity around pH 5.5. This
contributes to the destabilization of the casein micelles (Ramet, 1994). With regards to bovine milk
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Fig. 1. Effect of the enzymatic preparations on the floceulation time of bovine and camel mlk,
Means followed by different letters are significantly different at p<0.05, GEC S: Gastric
enzyme extract of camel suckling, GEC FM: Gastric enzyme extract of camel with Fed

Mixed, GEC A: Gastric enzyme extract old camel adult, Pb: Pepsin bovine, Rb: Rennet.
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Fig. 2: Effect of the enzymatic preparations on the ratio of flocculation time of bovine milk (fth) and
camel milk (fte), GEC 5: Gastric enzyme extract of camel suckling, GEC FM: Gastric enzyme
extract of camel with Fed Mixed, GEC A: Gastric enzyme extract old camel Adult, Pb: Pepsin
bovine, Eb: Rennet bovine
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Fig. 3. Effect of renneting pH of camel milk on the flocculation time, GEC S: Gastric enzyme extract

of camel suckling, GEC FM: Gastric enzyme extract of camel with Fed Mixed, GEC A:
Crastric enzyme extract old camel adult
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Fig. 4. Effect of renneting pH of bovine milk on the flocculation time, GEC 5: Gastrie enzyme
extract of camel suckling, GEC FM: Gastric enzyme extract of camel with Fed Mixed, GEC
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Fig. 5: Effect of renneting temperature of camel milk on the flocculation time, GEC S: Gastric
enzyme extract of camel suckling, GEC FM: Gastric enzyme extract of camel with Fed
Mixed, GEC A: Gastric enzyme extract old camel adult

(Fig. 4), the optimum pH for GEC FM and GEC A was 6.0 but GEC S showed a similar pH at
5.8 with both camel and bovine milk. Figure 4 shows that both GEC FM and GEC A were less
sensitive to pH variation. Based on these results, bovine and camel milk appears to behave
differently in function of the pH at renneting, probably due to the difference in the protein
fractions of the two milks (Attia et ¢l., 2000), In fact, Lencir et al. (1997) and Chazarra et al. (2007)
found that the effect of pH of milk on flocculation was very sensitive and apparent, thus the
floceulation time 1s further reduced if the renneting pH 1s far below the normal pH of milk. This 1s
in agreement with the findings of Ramet (1985, 1993), that all clotting cheese enzymes are acid
protease, that their activity is optimum at pH 5.5 and that the kappa casein presents stability at
pH 5.6. This is not the case for camel milk since the slow pH drop in camel milk is not conducive to
the clotting activity (Ramet, 1985, 2001).

The effect of temperature on the flocculation time of the various GEC on camel milk 1s shown
in Fig. b.

Increased temperatures (30, 37 and 42°C) led to a decrease in flocculation time by all GEC.
However, the shortest flocculation time was obtained with GEC A, indicating that GEC could be
the mare stable enzyme but all the GEC showed an optimum activity and flecculation time at
42°C (Fig. 5). This is in line with the data reported by Ramet (1985, 1993), that the optimum
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Fig. 6: Effect of temperature of bovine milk on the flocculation time, GEC 5: Gastric enzyme extract
of camel suckling, GEC FM: Gastric enzyme extract of camel with Fed Mixed,
GEC A: Gastric enzyme extract old camel adult
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Fig. 7. Effect of enzymatic preparations on the flocculation time of camel milk and bovine milk,
Means followed by different letters are significantly different at p<0.05, GEC S: Gastric
enzyme extract of camel suckling, GEC FM: Gastric enzyme extract of camel with Fed
Mixed, GEC A: Gastric enzyme extract old camel adult

temperature of most clotting enzymes were around 40-50°C, but beyond these values there was a
progressive denaturation of the enzyme and at 65°C there was no activity., Similarly,
Mohanty et al. (2003) reported that the proteolytic activity of buffalo chymosin treated at different
temperatures exhibited a relatively stable proteolytic activity curve up to a temperature of 55°C
after which there was a decline of the activity, Measuring the flocculation time at different
temperature suggested which enzyme would be more suitable for camel milk clotting in a short
period well as the manufacture of various type of cheeses, such as soft, semi-hard and hard cheese.

The effect of temperature on flocculation time of the various GEC on bovine milk 1s shown in
Fig. 6. In contrast with camel milk, all GECs showed their optimum flocculation time at 37°C and
the shortest flocculation time was obtained with GECA indicating that this enzyme had some
affinity with both milk substrates (Fig. 7). In addition, the age of camels had a significant. (p<0.05)
influence on the flocculation time, the older camels gave the shorter flocculation time. Ramet, (1985)
reported that pepsin is the minor component of rennet but its secretion increases after the lactation
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period. On the other hand, Wangoh et al. (1993) did not conduct their study with different age of
camels but their study recommended the use of gastric enzyme extracted from the abomasa of
camels rather than from other species. Based on all data, the short flocculation time cbtained with
the GEC were probably due to the presence of pepsin which was in higher amount in GEC A
compared to GEC FM and GEC S, Similarly, Ramet (1994) reported that the use of bovine pepsin
provided a rapid flocculation time in camel milk compared to bovine milk. Therefore, this suggested
that the content of pepsin was higher in the clder camels (GECA), as previously reported by
Wangoh et al. (1993). This finding was in contrast with the case of bovine chymosin which is
extracted in younger calves. It can be concluded that the pepsin content in older camels (GECA)
has more coagulating activity than proteolytic activity in camel milk due to the molecular difference
in camel proteins and bovine proteins, such as the distribution and size of the casein micelles,
various fractions of the casein, sites of the potential cleavage etc. It is because coagulation time
varies with the micelle size and reaches an optimum in the medium and small size micelles. This
appears to be related to the availability of k-casein. The content of k-casein decreases with
increasing micelle size (Ekstrand ef al., 1980; Walstra and Jenness, 1984; Farah and Ruegg, 1989).
Overall, based on the data reported and in line with other researchers’ reports (Farah and
Bachmann, 1987; Mehaia, 1992; Ramet, 1993; Desmazeaud, 1990; Thouvenot, 1997), this study
proposes an optimum temperature at 42°C and a pH of 5.8 for an optimum clotting activity and
flocculation time using gastric enzymes extracted from camels. From the results obtained it can be
concluded that the crude enzymes extracted from old camels coagulate better camel milk than cow
milk. Elsewhere the results of the study undertaken by Bansal et al. (2009}, suggest that camel
chymosin can be used successfully to make cheddar cheese with lower levels of proteolysis but with
good flavor.,

This study focused primarily on the coagulation step that represents the key step in making
cheese hut additional studies are necessary on the performance and characteristics of the cheese
obtained with these enzymes.

CONCLUSION

The non-purified enzyme preparations (GEC) obtained from the older camels showed better
coagulation activity on both milks. Floceulation time data showed that the GEC and bovine pepsin
had good specificity towards bovine casein and camel casein. In addition, the short flocculation time
obtained for GEC A of older camels at an optimum temperature at 42°C and a pH of 5.8 was
encouraging since older camels are more available for slaughter in Algeria. Therefore, the
production of GEC from older camels could be an excellent substitute for the commercial chymosin
for cheese making using either bovine or camel milk. It was recommended that additional research
be conducted to purify the extract, to characterize the extract using electrophoreses and finally for
the production of various type cheeses from camel milk.
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