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RESUME 
 

Cette étude a pour objectif de caractériser le pouvoir coagulant d’une pepsine ovine en vue de 

son utilisation en fromagerie. Dans une première étape, l’extrait enzymatique brut, obtenu par 

macération de caillettes d’ovins adultes en milieu acide, a été purifié à homogénéité par deux 

méthodes chromatographiques : une échangeuse d’ions sur DEAE Cellulose et une filtration 

sur Sephadex G-100. La détermination des conditions optimales d’action de la pepsine ovine 

purifiée sur un lait standard (substrat de Berridge) a montré que son activité coagulante est 

comparable à celle de la chymosine (témoin) à l’exception du pH pour lequel la pepsine a 

présenté une sensibilité plus marqué. Son poids moléculaire a été estimé à 36 kDa par SDS-

PAGE. Dans une seconde étape, le comportement rhéologique du lait lors de la coagulation 

sous l’action de la pepsine ovine a été étudié par le suivi de la cinétique de coagulation à 

l’aide d’un Gelograph. Les paramètres de coagulation déterminés (temps de coagulation, 

vitesses de raffermissement et fermeté maximale du gel) pour le lait de vache, de brebis et de 

chèvre ont montré que les gels pepsine présentaient des propriétés rhéologiques différentes de 

celles obtenues avec la chymosine. L’action protéolytique de la pepsine ovine vis-à-vis des 

caséines et de ses fractions αs, β et κ, a permis d’expliquer l’effet distinct des deux enzymes 

sur les propriétés rhéologiques des caillés.  

Mots clé : pepsine ovine, chymosine, coagulation du lait, propriétés rhéologiques  
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INTRODUCTION 
 

La première étape de la fabrication du fromage a pour but de concentrer la majeure partie des 

constituants « nobles » du lait (caséines, matière grasse). Cette concentration est obtenue par 

déstabilisation de la suspension micellaire des caséines. En pratique, ceci se traduit par la 

formation d’un coagulum ou caillé, dont les caractéristiques physico-chimiques vont évoluer 

au cours des différents stades de la fabrication pour aboutir finalement à un produit (le 

fromage) dont les attributs sensoriels et les qualités nutritionnelles sont très appréciés 

(Martin, 2015).  

La déstabilisation de l’édifice micellaire est provoquée par l’action de la présure, qui 

déclenche le processus de coagulation, en hydrolysant spécifiquement une liaison peptidique 

de la caséine κ.  La présure est un extrait enzymatique préparé à partir de caillettes de jeunes 

bovidés non sevrés. Elle contient essentiellement deux protéases : la chymosine, majoritaire, 

et la pepsine dont les proportions s’inversent avec l’âge de l’animal. Bien que la présure de 

veau ait été à la base de toutes les fabrications fromagères, en particulier ceux portant le label 

d’appellation d’origine contrôlée ou protégée (AOC ou AOP), de nombreuses préparations 

enzymatiques d’origine diverse et ayant la propriété de coaguler le lait sont utilisées de par le 

monde. En effet, consécutivement à une pénurie de présure suite à une diminution de l’offre 

liée au marché des caillettes de jeunes bovidés, les recherches ont été activement développées 

dans le but de trouver des enzymes coagulants le lait de façon analogue à la présure et qui 

puissent être exploitées en fromagerie (Alais et Lagrange, 1972 ; Jarmul et al., 1982 ; 

García et al., 2012) 

L’extrait de pepsine bovine, coagulant obtenu à partir de caillettes de bovins adultes qui 

comporte en majorité de la pepsine et une faible quantité de chymosine, a constitué l’un des 

premiers succédanés de la présure. Les essais menés sur différents types de fabrication ont 
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montré que son utilisation permettait d’avoir des rendements comparables à ceux obtenus 

avec la présure, et n’engendrait pas de défaut organoleptique. Le goût des fromages 

« pepsine » quoique différent de celui des fromages « présure », était très apprécié (Martin, 

1984 ; Desmazeaud, 1990). La pepsine bovine, qui est assez proche de la chymosine au plan 

de la structure primaire (Foltman 1970), est particuliérement utilisée en mélange avec la 

présure dans la fabrication de fromages à pâtes molles et à pâtes pressées à durée de vie 

limitée.  

Les enzymes d’origine végétale représentées exclusivement par les cynarases isolées des 

fleurs de chardon (genre Cynara) sont utilisées, dans la péninsule Ibérique, dans la fabrication 

traditionnelle de fromages à base de lait de chèvre ou de brebis bénéficiant d’une AOC 

(Llorente et al., 2014). Enfin, les préparations enzymatiques obtenues à partir de 

microorganismes (Endothia parasitica, Mucor meihei) ont été commercialisées et employées 

en totalité ou en partie dans la fabrication de fromages de type Cheddar et Gouda aux USA. 

Ainsi, la nature de la préparation coagulante affecte la qualité du produit final. Ce sont la 

composition et les caractéristiques propres de sensibilité au pH, à la température et ions 

calcium de chaque coagulant qui conditionnent son utilisation industrielle. En outre, La 

quantité d’enzyme nécessaire pour coaguler un volume de lait connu dépend de la 

composition du lait qui varie avec la saison et le stade de lactation de l’animal.  

Depuis une vingtaine d’années, la chymosine produite par génie génétique s’est imposée sur 

le marché mondial par sa production illimité, son prix stable et sa pureté. La chymosine ainsi 

obtenue est identique au niveau moléculaire à la chymosine de veau et par conséquence 

manifeste des propriétés coagulantes et des performances en fromagerie équivalentes à celles 

des présures industrielles (Jacob et al., 2011). Cependant, elle est sensiblement différente des 

présures traditionnelles. Son utilisation nécessite une augmentation de la dose, notamment sur 
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les laits acidifiés, et un paramétrage du processus afin de compenser en particulier le non 

apport de la pepsine bovine (Grandy, 2015).  

Cette situation a permis de distinguer deux types de marché : le marché des fromages de 

grande consommation, réguliers et aux propriétés gustatives peu développées et celui des 

fromages traditionnels qui se caractérisent par leur singularité et leur authenticité.  

Les partisans de la présure traditionnelle incitent aujourd’hui à préserver les savoir-faire 

ancestraux et à s’interroger sur la fonction des différents composants de la présure. Les 

présures "traditionnels" obtenues par macération lente de caillettes de jeunes bovidés, 

renferme en plus de chymosine, de la pepsine en faible quantité, et dont l’activité 

protéolytique conduit à la production de fromages ayant une texture douce et crémeuse, 

différente de celle des fromages obtenus avec la chymosine recombinante (Jacob et al., 

2011). 

Dans le cadre des recherches réalisées en vue d’explorer de nouveaux coagulants qui seraient 

plus adaptés à la situation de notre fromagerie, notre attention a été dirigée vers des extraits 

coagulants d'origine animale. Il s’agit d’obtenir un extrait enzymatique avec des 

caractéristiques différentes à partir d’une source locale et pouvant être favorablement 

exploitée. Les caillettes générées par l’abattage des ovins à l’âge adulte constituent une source 

potentielle d’enzymes à partir desquelles il est facile d'extraire des coagulases dont les 

propriétés et les utilisations en industrie restent à déterminer. 

La présente étude a pour objectif principal d’obtenir une protéase coagulant le lait (la pepsine 

ovine) et de déterminer ses propriétés. Elle est réalisée en trois étapes : 

 Isolement et purification de la pepsine ovine ;  

 Caractérisation de son activité coagulante en fonction des facteurs du milieu (pH, 

température et ions Ca) sur un lait standard ; 
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 Détermination des propriétés rhéologiques des gels formés par l’action de la pepsine ovine 

sur les laits de vache, de brebis et de chèvre en comparaison avec les laits coagulés avec la 

chymosine ; 

 Caractérisation électrophorétique de la protéolyse de la caséine entière et ses fractions α, β 

et κ. 
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 
 

La présure ainsi que les coagulants de substitution sont l’élément déterminant de la formation 

d’un gel lors de la transformation du lait en fromage. Il nous semble donc important de 

rappeler au préalable les principes de la technologie fromagère, et plus spécifiquement la 

technologie de type caillé présure. 

 
I - RAPPEL SUR LA 

 TECHNOLOGIE FROMAGERE 

1. Les étapes de fabrication d’un fromage 

La fabrication d’un fromage, selon les procédés classiques, se déroule en trois étapes 

principales (Mietton et al., 1994) représentées par la figure 1.  

- la coagulation du lait avec formation du gel ou coagulum : le réseau protéique de caséines 

retient la matière grasse et la phase aqueuse (le lactosérum). Cette coagulation est réalisée par 

la combinaison de l’action des enzymes coagulantes contenues dans la présure (c’est la voie 

enzymatique) et des bactéries lactiques contaminant à l'état naturel le lait ou apportées sous 

forme de levains (c’est la voie fermentaire). L’importance relative de ces deux principes 

(voies) détermine les propriétés du caillé obtenu et en conséquence l’intensité de l’égouttage, 

l’affinage et la taille du fromage. 

- l’égouttage du gel conduisant à la formation du caillé ou caillebotte : le réseau protéique est 

concentré suite à l’expulsion spontanée du lactosérum par synérèse (contraction du gel de 

caillé). L’égouttage, réalisé sous presse, est associé à l’opération de moulage qui donne la 

forme au fromage. 

- l’affinage du caillé : la matrice caséique subit une maturation enzymatique (présure et 

microflore lactique) qui impacte la texture et la flaveur du fromage.  
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Figure 1. Représentation schématique de la transformation du lait en fromage 

 (selon Mietton et al., 1994) 
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Au cours de ce processus, la présure va gélifier le lait, permettre son égouttage après 

décaillage, et selon son origine et son mode de production, elle va plus ou moins fortement 

conditionner la qualité finale des fromages en intervenant notamment, sur l’affinage. 

Les étapes de fabrication des différents types de fromages sont représentées par la figure 2. 

Les différences de technologies portent essentiellement sur le type de coagulation, la présence 

ou non de travail en cuve (décaillage, brassage, chauffage) et le mode de séchage et 

d’affinage. Selon la conduite de l’affinage (température, humidité de la salle d’affinage, soins 

des fromages) différents types de croûte peuvent se former.  

Avant de présenter les mécanismes proposés actuellement pour expliquer la formation du gel 

présure, il convient de rappeler la composition et la structure des caséines : composants 

protéiques principales du lait impliqués dans le processus de gélification ; ainsi que le mode 

d’organisation de ces constituants micellaires. 

2. Composition et structure des caséines bovines  

Les caséines bovines, les plus étudiées parmi celles des laits de mammifères, constituent les 

protéines majeures du lait de vache, représentant 80% du contenu protéique. Elles sont isolées 

par ultracentrifugation sous leur forme native, par précipitation isoélectrique à pH 4,6 sous 

une forme dénaturée, ou par gélification du lait par la présure sous forme de complexe 

phosphocalcique, le caillé de fromagerie (Cayot et Lorient, 1997). On compte 4 principaux 

types de caséines : les caséines αs1, αs2, β, et κ et quelques fragments peptidiques de caséine γ 

issus de la protéolyse de la caséine β par la plasmine. Les quatre caséines sont des 

phosphoprotéines, la caséine κ possède en plus dans sa partie C-terminale une partie 

glucidique très hydrophile. Les caséines αs et β sont dites « sensibles » au calcium 

puisqu’elles précipitent en la présence de ce dernier qui se lie à leurs résidus phoshosérines.  
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Figure 2.  Classification des fromages (selon Lenoir et al., 1983) 
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Les caséines sont des molécules à structure peu ordonnée, très déplissées avec des chaînes 

latérales polaires (phosphoséryle surtout et carboxylique) groupées du côté N-terminal ou 

apolaires du côté C-terminal (αs1 et β), cette répartition étant inversée pour la caséine κ 

(polaire du côté C terminal).  

2.1. La caséine αs1 bovine  

Elle représente plus de 40% des caséines totales. Elle est constituée de 199 résidus d’acides 

aminés et présente une masse molaire de 23 kDa. La caséine αs1 ne possède pas de résidus de 

cystéine. Elle possède deux extrémités hydrophobes, séparées par une région centrale 

hydrophile contenant les résidus phosphorylés (Rollema, 1992). Le modèle hypothétique 

tridimensionnel de la caséine αs1 établi par Farrell et al. (1993) la montre sous la forme d'un 

"chien assis" avec les résidus de phosphosérine présents dans un coude β, qui formeraient une 

région hydrophile séparée du reste de la protéine (Fig. 3a). 

2.2. La caséine αs2 bovine  

Elle constitue la caséine la moins abondante (10% des caséines totales) et la plus sensible au 

calcium. Elle contient 207 résidus d’acides aminés dont 2 résidus cystéine. Sa masse molaire 

est de 25 kDa. La caséine as2 est le composant caséinique le plus phosphorylé avec un degré 

de phosphorylation variable allant de 10P à 13P. Elle se caractérise également par une 

hydrophobicité et une teneur en proline plus basses que les 3 autres caséines (Swaisgood, 

1992). 

2.3. La caséine β bovine 

Elle contient 209 acides aminés dont cinq résidus phosphoséryles et possède une masse 

molaire de 24 kDa. C’est la plus hydrophobe des caséines (Rollema, 1992). Sa chaine 

peptidique peut être hydrolysée par la plasmine, enzyme endogène du lait, au niveau des 

liaisons Lys28-Lys29, Lys105- His106 et Lys107-Glu108 ce qui génère les fragments 1-28, 1-105, 
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/1-107 et 29-105/107 appelés protéoses-peptones qui se retrouvent dans le lactosérum. Les 

fragments complémentaires sont les caséine-γ1 [29-209], caséine-γ2 [106−209] et caséine-γ3 

[108−209] qu’on retrouve dans la fraction caséinique car insolubles à pH 4,6 (Eigel, 1977). 

La structure de la caséine β est sous la forme d’une molécule asymétrique ressemblant à un 

"crabe" et dont la partie hydrophile se situe au niveau des "pinces" (Fig. 3b) qui contiennent 

également les sites d'hydrolyse par la plasmine (Farrell et al., 2004).  

2.4. La caséine κ  

C’est une phospho-glycoprotéine d’une masse molaire de 19 kDa. Sa structure primaire 

contient 169 résidus d’acides aminés dont deux résidus cystéine (Rollema, 1992). Elle est, 

après la caséine β, la plus hydrophobe des caséines. Elle comporte 1 à 3 groupements 

phosphoséryles. Les trois sites phosphorylés sont les résidus Ser127, Ser149 et Thr135 ; le résidu 

Ser149 est toujours phosphorylé tandis que le résidu Ser127 ne l’est que partiellement. La forme 

comportant 3 groupements phosphoséryles est minoritaire (Mercier, 1981 ; Mollé et Léonil, 

1995 ; Holland et al., 2006). Cette caséine se différencie des autres caséines par sa grande 

sensibilité à la chymosine, sa faible affinité pour le calcium et la présence de résidus 

glucidiques. Les chaînes glycanes constitués de résidus de N-acétylgalactosamine (GalNAc), 

de galactose (Gal) et d’acide N-acétyl neuraminique (NeuAc), sont fixées sur les résidus 

thréonyles de la région C-terminale (121, 131, 133, 136, 142 et 165) (Pisano et al., 1994). La 

forme non glycosylée de la caséine κ bovine (37% de la caséine κ totale) contenant deux 

résidus phosphoséryles (Ser127 et Ser149), appelée caséine κ1, coexiste avec les formes 

glycosylées qui, elles, possèdent un seul résidu de phosphosérine (Ser149) (Holland et al., 

2006). La structure de la caséine κ est sous la forme d’un "cavalier sur son cheval", où la 

paracaséine-κ correspond au "cheval" et le glycomacropeptide au "cavalier" (Fig. 3c).  
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Figure 3. Modèle hypothétique de la structure tridimensionnelle de la caséine bovine αs1 (a), 

β (b) et κ (c) : d’après Farrel et al., (1993). Figures reproduites d’après Cayot et Lorient 

(1998).  
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Les régions hydrophobes de la caséine κ seraient regroupées en feuillets β antiparallèles au 

niveau des régions représentant les "pattes du cheval", qui seraient le point d’association avec 

d’autres molécules de caséine κ et les caséines αs et β (Farrell et al., 1993). 

3.  Mode d’organisation des caséines bovines en micelles  

Dans le lait, les molécules de caséines sont structurées sous forme de particules sphériques 

communément appelées micelles de caséines (Fig. 4), et dont le diamètre moyen se situe entre 

150 à 200 nm. La micelle est composée de 92% de caséines en proportions variables et de 8% 

de minéraux. Les quatre caséines (αs1, αs2, β et κ) sont dans un rapport molaire respectif 4 ; 1 ; 

3,5 et 1,5. La proportion des caséines αs est relativement constante, le rapport caséine κ 

/caséine β est d’autant plus élevé que la taille des micelles est petite. La fraction minérale est 

constituée à 90% de phosphate de calcium, communément appelé phosphate de calcium 

colloïdal et à 10% d'ions magnésium et citrate (Walstra, 1990 ; De Kruif and Holt, 2003 ; 

Léonil et al., 2013 ; Broyard et Gaucheron, 2015).  

L’organisation des constituants protéiques et minéraux au sein de la micelles a fait l’objet de 

nombreuses études hypothétiques (Schmidts, 1980 ; Ono et Obata, 1989 ; Walstra, 1999 ; 

Horne, 2006 ; De Kruif et al., 2012). Tous les modèles de structure micellaire qui ont été 

décrits reposent sur l’une des deux variantes: le modèle à sous-unités qui met en avant des 

structures sub-micellaires des caséines comme caractéristique prédominante et le modèle à 

«nanoclusters » qui propose une organisation sous forme d’amas de phosphate de calcium 

inorganique. Ces deux modèles opposés se rejoignent sur la localisation de la caséine κ à la 

surface de la micelle dont les chaines C-terminales constituent une couche « chevelue » qui 

permet de stabiliser la micelle (Fig. 5). 
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Figure 4. La micelle de caséine (rapporté par Neyers, 2013) 

 

 

                

 

       

Figure 5. Les deux modèles proposés pour la structure de la micelle de caséine. 
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Le model proposé par Schmidt (1980) et complété par Walstra (1999) repose sur le 

principe d’une organisation modulaire. La micelle serait constituée d’un ensemble de sous-

unités ou submicelles de nature protéique et de composition variable, qui s'associent par 

pontage phosphocalcique (Fig. 6a). 

Les submicelles de forme sphérique ont un diamètre moyen de 10 à 20 nm et un poids 

moléculaire proche de 250 kDa ce qui correspond à une dizaine de monomères caséiniques. 

Elles sont constituées d’un cœur hydrophobe, formé par les parties apolaires des caséines, et 

une enveloppe hydrophile, formée des segments polaires avec, d’une part, les résidus 

phosphoséryles des caséines αs1, αs2, β, et d’autre part, la partie glucidique et carboxylique 

terminale de la caséine κ. Les caséines αs formeraient un réseau dans lequel s’incrusteraient 

les zones hydrophobes des caséines β et κ. Les submicelles constituées de caséines αs et β 

possèdent une forte densité de résidus phosphoséryles en périphérie alors que l’enveloppe des 

submicelles constituées de caséines αs et κ est pauvre en résidus phosphoséryls et contiennent 

des dérivés glucidiques. En conséquence, il existerait différents types de submicelles en 

fonction de leur position dans la micelle (Fig. 6 b). Les submicelles constituées de caséines 

αs1 et β, présentant de par leur densité en phosphosérine une forte réactivité vis-à-vis du 

calcium, sont essentiellement localisées à l’intérieur de la structure micellaire, alors que les 

submicelles comportant plus de caséines κ sont localisées en périphérie et auraient une taille 

plus importante (Ono et Obata, 1989). Walstra (1997 ; 1999) propose une variante au 

modèle classique de la micelle : le phosphate de calcium, sous la forme de granules, serait 

situé au cœur des submicelles qui seraient liées entre-elles par des interactions hydrophobes et 

du "ciment" protéique de la caséine κ. 

Les sous-unités micellaires riches en caséine κ et pauvres en phosphosérine sont 

préférentiellement localisées à la périphérie de la micelle, jouant un rôle à la fois de limitation 

dans la croissance de la micelle et de maintien de celle-ci en suspension dans le lait (Léonil et 
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Figure 6 a. Structure de la micelle de caséine (selon Schmidt, 1982) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 b. Structure des submicelles (selon Ono et Obata, 1989) 
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al., 2007). Les chaînes peptidiques flexibles analogues à des cheveux, correspondant à 

l’extrémité C-terminale de la caséine κ, assurent la répulsion entre les différentes micelles qui, 

au pH normal du lait (6.6 – 6.8), sont dispersées dans le lait. Leur libération par hydrolyse 

enzymatique provoque l’agrégation de ces micelles. 

Le modèle à « nanoclusters » ou à structure ouverte décrit par Holt (1992) et complété par 

Horne (2002), décrit la micelle comme un édifice poreux dans lequel s'est formé un réseau de 

caséines αs1 et αs2 où s'insère la caséine β. La caséine κ interagit avec les autres caséines par 

son segment hydrophobe. Ce réseau est construit à partir d’un point de nucléation qui s’est 

développé grâce aux interactions entre le calcium colloïdal et les groupements phosphoséryles 

des différentes caséines sous forme de "nanocluster" par l’intermédiaire des cations divalents 

associés aux phosphosérines (ponts phosphocalciques). Ces substructures de 2 à 3 nm de 

diamètre constituent des points de jonction entre les caséines qui se lient par des interactions 

non covalentes (Fig. 7)  

L’incorporation des nanoclusters de phosphate de calcium, au niveau des clusters de 

phosphosérine, permettrait la neutralisation des charges négatives et l’établissement de 

liaisons entre les régions hydrophiles des protéines. Les nanoclusters rendent alors les 

interactions hydrophobes majoritaires dans la micelle. Les caséines αs disposant de nombreux 

sites phosphosériques peuvent être impliquées dans plusieurs nanoclusters simultanément et 

de ce fait assurent le développement du réseau en trois dimensions. La caséine β n’a la 

possibilité de se lier qu’à un seul nanocluster à la fois. La caséine κ ne possédant pas de 

clusters de phosphosérine ne peut pas se lier au phosphate de calcium colloïdal. Elle interagit 

avec les autres caséines par son unique segment hydrophobe et limite donc le développement 

du réseau micellaire. Elle formerait une couche chevelue à la surface de la et micelle 

participerait à la stabilisation de la structure colloïdale comme dans le cas du modèle  
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submicellaire (De Kruif et Holt, 2003). Le nombre de nanoclusters est compris entre 2000 et 

3000 par micelle. 

Plus récemment décrit, un nouveau modèle dit structure « en éponge » a été proposé par 

Bouchoux et al. (2010). Ces chercheurs ont exploré la structure interne de la micelle de 

caséine en suivant, par diffusion de rayons X aux petits angles (Small Angle X-rays 

Scattering), l'évolution de sa structure interne en cours de compression osmotique.  

L’environnement physico-chimique de la micelle reste inchangé et seule sa réponse à une 

sollicitation mécanique (= déformation de la micelle) est suivie. Les résultats obtenus 

suggèrent que la micelle est un matériau hétérogène constitué de régions denses, qui résistent 

à la compression, et de régions "molles" ou de vides très hydratées (76% d’eau en volume), 

qui se contractent voire s'effondrent quand la micelle est déformée justifiant ainsi 

l’appellation en « éponge » (Fig. 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Structure « en éponge » de la micelle de caséine sous compression osmotique 

(d’après Bouchoux et al., 2010).  

 

 

Cette proposition contraste avec les modèles existants déjà et constitue selon ces auteurs une 

avancée importante du point de vue fondamental. L’étude de la structure interne de la micelle 

de caséine et de son organisation moléculaire et supramoléculaire devrait permettre de 
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comprendre le rôle déterminant de ces agrégats protéiques dans de nombreux procédés de 

transformation des industries alimentaires (Bouchoux et al., 2010). 

4. Caractéristiques physicochimiques comparées des caséines bovines, 

caprines et ovines  

Le lait de chèvre et de brebis comprend au même titre que celui de vache, une association 

complexe des quatre protéines, les caséines αs1, αs2, β et κ en suspension micellaire mais dans 

des proportions différentes. Ainsi, l’abondance de la caséine αs1 observée dans le lait de vache 

est fortement réduite dans le lait caprin. Inversement, la concentration de la fraction 

caséinique αs2 est plus élevée dans le lait caprin. Cependant, Il existe une forte variabilité 

individuelle de la teneur en caséine αs dans le lait de chèvre qui, selon Grosclaude et al. 

(1987, 1994) et Mora-Gutierrez et al., (1991), est liée à l'existence d'un polymorphisme 

génétique. La part de la caséine β importante dans le lait de vache, est majeure pour les laits 

de chèvre et de brebis. Les proportions de la caséine κ sont particulièrement plus élevées dans 

le lait caprin et dans le lait ovin (Boulanger et al., 1984; Kaminarides et Anifantakis, 1989; 

Ould eleya et al., 1995). Le tableau 1 montre la distribution des différentes fractions des 

caséines des laits de vache, de chèvre et de brebis. 

Les études consacrées à l’analyse des séquences de caséines ovines et caprines ont montré de 

très fortes identités avec leurs homologues bovins. En dépit de l’existence d’une multitude 

d’iso-formes pour chaque caséine, les homologies des séquences entre espèces bovine et 

caprine ou ovine apparaissent toutes supérieures à 80%. 

Il existe de fortes homologies de structure entre les protéines du lait des différentes espèces : 

85 % entre lait de vache et lait de brebis ou de chèvre, 97 % entre le lait de brebis et le lait de 

chèvre. Ainsi, le degré de similarité de la structure primaire de la caséine κ avoisine les 85%. 

La caséine κ caprine compte 171 résidus contre 169 pour son homologue bovine, 
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consécutivement à l'insertion d'un dipeptide Val-His entre les résidus Thr131 et Ser132. Le tiers 

C-terminal de la molécule, correspondant à la région la plus hydrophile de la molécule 

(caséinomacropeptide) diffère de son homologue bovin par 16 substitutions d’acides aminés. 

Par ailleurs, la para-caséine κ présente 8 substitutions.  

Les différences entre les séquences αs et β caprine et bovine se traduisent généralement par un 

nombre limité de substitution/délétion disséminé sur l’intégralité de la séquence protéique. 

Ainsi, on note la présence d'un résidu d'acide aminé supplémentaire (Asn) localisé entre les 

résidus isoleucyle 14 et 15 dans la séquence de la caséine αs2 caprine, et la délétion du 

dipeptide Pro179-Tyr180 dans la séquence de la caséine β caprine. Les homologies des 

séquences sont encore plus prononcées entre les caséines ovines et caprines qui selon 

Masoodi et Shafi (2010), s’élèvent à 99% pour αS1 et αS2 caprine et ovine.   

Au niveau ultra structural, les micelles de caséine de la plupart des espèces apparaissent très 

semblables (Mora-Gutierrez, 2007). Cependant les micelles caprine et ovine présentent des 

caractéristiques qui les distinguent nettement des micelles bovines, notamment au plan de la 

dimension, de la minéralisation et de l’hydratation micellaire (Tab. I). 

Les micelles ovine et caprine présentent un degré de minéralisation phosphocalcique élevé, ce 

qui entraine l'établissement de liaisons protéines-minéraux plus important et le renforcement 

de la cohésion micellaire. Parallèlement, la réduction du nombre de sites de fixation 

disponibles pour les molécules d'eau se traduit par un degré d’hydratation moindre à celui de 

la micelle bovine (Raynal- Ljutovac et al., 2007).  

En ce qui concerne les dimensions micellaires, les micelles caprines ont une taille moyenne 

nettement supérieure à celle des micelles bovines. Les micelles ovines ont une dimension 

intermédiaire mais plus proche des micelles bovines (Brulé et al., 1997). 
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Tableau I. Caractéristique micellaires comparées des laits de vache, de chèvre et de brebis 

(Remeuf et al., 1991 , 1989 ; Pelligrini et al., 1994) 

 

 Vache Chèvre Brebis 

Proportions relatives 

des caséines  

(% caséines totales) 

αs1+αs2 

 β + γ 

κ 

48 

40 

12 

27 

55 

18 

36 

50 

14 

Diamètre moyen des micelles (nm) 175 255 202 

Degré d’hydratation micellaire (g eau/g MS) 1.9 1.75 1.83 

Minéralisation des 

micelles (mg/g) 

 

Calcium/caséines 

 

29 

 

36 

 

33 

 

Phosphore 

inorganique/caséines 

12 15 13 

 

Les micelles bovines ont une distribution de taille polydisperses allant de 50 à 500 nm avec 

un diamètre moyen qui se situe autour de 150 et 200 nm (Dalgleish et Corredig 2012, Léonil 

et al. 2013). Il est bien établi que la composition des micelles du lait de vache détermine leurs 

dimensions. Aussi, le diamètre moyen est inversement proportionnel au contenu de la micelle 

en caséine κ. Quoique le contenu en calcium et en phosphore micellaire augmente avec 

l’augmentation du diamètre micellaire, il ne contrôle pas la taille des micelles. La quantité de 

caséine κ est le facteur déterminant (Dalgleish et al., 1989, Marchin et al., 2007). 

Corrélativement et dans le lait de chèvre, des études ont montré que les micelles caprines ont 

une distribution de taille large, avec des particules de 40 nm de diamètre et d’autres, dont le 

diamètre moyen dépasse 250 nm (Richardson et al., 1974). Les dimensions micellaires 

seraient selon Remeuf et al. (1989) liées aux proportions relatives des caséines αs et β par 

l'intermédiaire du rapport αs /β. Ainsi, la détermination de la taille des micelles de caséine 

dans deux laits provenant de chèvres de génotype différent par la caséine αs1, a montré que le 

diamètre moyen des micelles dans le lait exempt de caséine αs1 était de 280 nm, alors que lait 

riche en caséine αs1 était de 199 nm, soit une valeur inférieure de 29% à la première. Le lait 
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exempt de caséine αs1 a une large dispersion des volumes micellaires de 20 à 270 nm et une 

grande proportion de la caséine à l'état de grosses micelles. Au contraire, le lait à forte teneur 

en caséine αs1 présentait une répartition uni-modale nette, qui se démarque fortement de 

l'autre lait. L'analyse chimique des laits (caséine totale, caséines individuelles, minéraux 

totaux, solubles) ne montrait aucune différence notable entre les deux, si ce n'est la présence 

de caséine αs1 dans l'un d'eux. Ces résultats ont conduit les auteurs à conclure que le type de 

caséine αs1 a un effet marqué sur les dimensions des micelles de caséine (Remeuf, 1993 ; 

Pierre et al., 1995).  

Les micelles ovines présentent une taille intermédiaire entre les micelles bovine et caprine, 

avec un diamètre micellaire moyen de 193 nm (Balthazar et al., 2017). Le suivi des 

caractéristiques micellaires du lait de brebis collecté dans la région de Roquefort au cours de 

la période de lactation a permis de mettre en évidence un accroissement significatif de la taille 

des micelles, dont le diamètre passe de 175 nm à près de 200 nm durant les 120 premiers jours 

de collecte, qui se stabilise par la suite autour de cette valeur (Pellegrini et al., 1994) 

 

5. Mécanisme de la coagulation enzymatique du lait  

Dans le modèle de coagulation enzymatique, la déstabilisation de la suspension colloïdale 

stable de micelles de caséines par l’action d’enzyme coagulante aboutit à la formation d’un 

gel homogène, très poreux et très contractile, occupant tout le volume initial et emprisonnant 

les autres composants (sérum et matière grasse) du lait. Ce gel, une fois tranché et égoutté 

donne un caillé dit présure. Cette technologie est utilisée pour la majorité des fromages au lait 

de vache et au lait de brebis. 

Le mécanisme d'action des enzymes coagulantes lors de la coagulation du lait est bien établi 

(Fig. 9). Il comporte deux phases (Claverie-Martín et Vega-Hernández, 2007) :  
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Une phase primaire dite enzymatique qui correspond à la réaction d'hydrolyse proprement 

dite de la fraction caséine κ au niveau de la liaison peptidique Phe105-Met106. Cette hydrolyse 

libère le glycomacropeptide qui est la partie 106-169 à caractère hydrophile, chargée 

négativement et responsable des répulsions électrostatiques. La partie qui reste intégrée à la 

micelle (1-105), c’est la partie N-terminal à caractère hydrophobe désignée paracaséine-κ. La 

perte du pôle le plus hydraté des micelles induit une diminution importante de la charge nette 

négative des micelles et les répulsions électrostatiques sont amoindries. Il s’ensuit une 

diminution sensible de l’enveloppe d’hydratation car les possibilités de fixation d’eau à la 

surface des micelles se trouvent fortement limitées. 

La réaction d’hydrolyse enzymatique est dépendante de nombreux facteurs 

physicochimiques : la concentration en enzymes, la température et le pH. 

La concentration en enzyme et plus particulièrement le rapport enzyme/substrat affecte la 

vitesse de la réaction enzymatique. Lorsque la dose en enzyme augmente, l’hydrolyse des 

caséines κ sera plus complète.  

La température d’emprésurage influence fortement la coagulation en agissant sur l’activité de 

la protéase. Elle est très lente entre 0 et 10 °C, sa vitesse augmente rapidement aux 

températures supérieures, elle triple lorsque l'élévation de température est de 10 °C. En 

fromagerie classique, les températures du lait au moment de l'emprésurage se situent dans la 

fourchette 20 – 40 °C, et le plus souvent entre 30 et 35° C ; dans cette gamme, des variations 

faibles de température influencent beaucoup la vitesse de coagulation. 

Au pH du lait frais (pH 6,6 – 6.8), l'activité des enzymes coagulantes est modérée car leur 

optimum d’activité varie de pH 2 à 5 selon le substrat (Dunn et al., 1987). En fromagerie, le 

lait est généralement acidifié jusqu'à pH 6,4 – 6,5 ; l'activité de l’agent coagulant croit 

sensiblement, quoique cette baisse de pH ne soit pas compatible avec tous les types de 

fabrication, notamment celle des fromages à pâte cuite.  
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La phase secondaire, dite d’agglomération, se caractérise par l’agrégation puis la 

réticulation des micelles déstabilisées qui ont perdu leur capacité de répulsion à la suite de la 

scission de la partie hydrophile de la caséine κ. Cette phase d’agglomération débute lorsqu’au 

moins 80% de la caséine κ est hydrolysée. Les paracaséines vont se lier entre elles par des 

liaisons hydrophobes, ce qui crée la coagulation (Risso et al., 2007). Elle commence d’abord 

par l’agrégation des petites micelles, puis se complète par l’agrégation des grosses micelles 

pour former le gel de paracaséine ; Il s’en suit une structuration tridimensionnelle des micelles 

de caséines superficiellement déshydratées. Les ions calcium s’uniraient à la partie chargée 

négativement des micelles, diminuant ainsi les répulsions électrostatiques auxquelles elles 

sont soumises et favoriseraient la formation des ponts phosphocalciques entre les 

paracaséines. Les ponts d’accrochages ne sont pas répartis uniformément à la surface des 

micelles mais sont localisés, formant des chaines isolant des vacuoles contenant du 

lactosérum. Un gel beaucoup plus ferme, très poreux et très minéralisé en résultera, se créant 

dans les trois dimensions de l’espace en retenant la phase aqueuse et la matière grasse dans 

ces mailles (Lucey et al., 2000). 

La présence du calcium soluble à l'état ionisé est indispensable à l'accomplissement de cette 

phase. Dans le lait cru, la présence de calcium est suffisante pour permettre une bonne 

coagulation. Au contraire, dans les laits dits « lents » très pauvres en calcium et dont le 

rapport Calcium/Azote est inférieur à 0,20 M (dans un lait normal ce rapport est égal à 0,23) 

ou dans les laits pasteurisés ou le chauffage a insolubilisé le calcium, il est nécessaire de 

restaurer la charge en ions calciques par un apport de chlorure de calcium. Cet apport de 

calcium soluble modifie les équilibres salins vers les formes insolubles (Ramet, 1985). 

Par ailleurs, cette phase secondaire de floculation est très sensible aux variations de 

température. En effet, l’augmentation de la température diminue fortement le temps 

d’agrégation alors qu’au-dessous de 10°C, l’agrégation des micelles de caséines même 



 

28 

 

totalement dépourvues de la partie C-terminale de la caséine κ ne se produit pas. Dans la 

pratique, l’augmentation de la température va jouer sur l’établissement des liaisons au sein du 

caillé et un accroissement significatif de la contraction du grain et de l’expulsion de sérum 

(Vétier et al., 2003). 

6. Particularités de la coagulation du lait de chèvre et de brebis  

Le mécanisme de la coagulation enzymatique est commun aux laits bovins, caprins et ovins. 

D’une espèce à l’autre, la liaison peptidique 105-106 de la caséine κ ainsi que les séquences 

environnantes sont conservées. Cependant, les différences entre les laits de vache, de brebis et 

de chèvre, notamment en matière d’équilibres phosphocalciques et de caractéristiques 

micellaires font que leur comportement vis-à-vis de la présure est différent (Story et al. 

1983 ; Remeuf et al. 1989 ; Pellegrini et al. 1994 ; Ramos et Juarez, 2003). 

Ainsi, Le lait de chèvre, caractérisé par des teneurs en caséines totales plutôt faibles, des 

proportions relatives de caséines différentes de celles du lait de vache et des teneurs en  

calcium assez élevées, se distingue en transformation fromagère par un temps de coagulation 

relativement court et aboutit à un gel-présure moins ferme que celui obtenu avec le lait de 

vache. Le lait de brebis particulièrement riche en caséines et en calcium micellaire, se 

singularise par un temps de coagulation comparable à celui du lait de chèvre et une fermeté de 

gel deux fois supérieure à celle du lait de vache. 

La différence de taille des micelles de caséines explique en partie les écarts de comportement 

à la coagulation des différents laits. Leur diamètre moyen est de 160-180 nm pour le lait de 

vache, 250-260 nm pour le lait de chèvre et de 193 nm pour le lait de brebis. Il est 

essentiellement déterminé par la quantité de caséine κ : plus elle est élevée, plus les micelles 

ont une taille réduite. La taille des micelles impacte essentiellement la vitesse d’agrégation, 

qui augmente avec le nombre de micelles. Pour une même teneur en caséines le temps de 
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gélification diminue, alors que la fermeté du gel essentiellement dépendante du taux de 

caséine αs, n’est pas affectée (Mietton, 2015). 

Le polymorphisme génétique des lactoprotéines explique, à même taux de caséine, les écarts 

de comportement à la coagulation des laits de vache, chèvre et de brebis. Le lait caprin et dans 

une moindre mesure le lait ovin, contrairement au lait bovin, diffèrent considérablement par 

leur contenu en caséine αs1. Ces différences rendent compte des caractéristiques physico-

chimiques particulières des caséines caprines (structure micellaire, équilibres salins...) et 

ovines et expliquent en grande partie les différences du comportement technologique des laits 

caprins, ovins et bovins. 

Le lait de chèvre se caractérise par un polymorphisme génétique de la caséine αs1 qui a un 

effet quantitatif très marqué sur la synthèse protéique, donnant lieu à 4 classes alléliques 

associées à des quantités de caséine αs1 qualifiées de «fort», «intermédiaire», «faible» et 

«nul», cette dernière classe n’exprimant pas la protéine. Les chèvres porteuses d’allèles forts 

produisent des laits plus riches en protéines qui se traduisent par une augmentation de la 

fermeté des gels et des rendements fromagers. Les cinétiques de coagulation enzymatique 

montrent que les laits à variant fort présentent une vitesse de raffermissement et une fermeté 

de gel finale bien supérieures à celles des laits à variant intermédiaire et faible. D’autre part, 

les laits contenant le variant à forte proportion de caséine as1 présentent une taille moyenne 

des micelles plus petite, ce qui favorise une fermeté de gel plus importante pour ces laits. En 

revanche, les allèles faibles donnent un goût «chèvre» un peu plus fort. Cette association entre 

la caséine as1 et les caractéristiques organoleptiques serait liée vraisemblablement à la 

composition fine des acides gras associée aux différents génotypes puisque les génotypes 

caséine as1 forts et faibles ont des profils d’acides gras différents (Remeuf, 1993 ; Barbieri et 

al., 1995 ; Chilliard et al., 2006 ; Manfredi et Ådnøy, 2012). 
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Chez les ovins, il existe un polymorphisme de la caséine αs1 qui est également associé au taux 

de synthèse de caséines et qui se traduit par un effet significatif sur l’aptitude du lait à la 

coagulation par la présure et sur la fermeté du caillé (Lopez-Galvez et al., 1993 ; Pirisi et al., 

1999). Toutefois et compte tenu de la richesse du lait de brebis en caséine, les conséquences 

de ce polymorphisme sur le rendement fromager semblent beaucoup moins importantes 

comparativement au lait de chèvre (Barbieri et al., 1995). 
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II- LES AGENTS COAGULANTS 

UTILISÉS EN FROMAGERIE 

Les agents coagulants sont des enzymes protéolytiques qui interviennent, en fabrication 

fromagère, pour faire coaguler le lait via l’hydrolyse de la caséine κ. Elles appartiennent au 

groupe des protéases à aspartates ou aspartyl protéases antérieurement dénommées protéases 

acides (EC 3.4.23). Ce sont des endoprotéases dont le poids moléculaire est voisin de 35 kDa. 

Elles présentent un point isoélectrique compris entre 1.5 et 5.5. Leur pH optimum d’action se 

situe dans une zone acide compris entre pH 2 et 6. Leur température optimale d’action est 

voisine de 45°C. Ces aspartyl-protéases sont toutes inhibées par la pepstatin (Kocabiyik et 

Özel, 2007). 

Du point de vue structural, Claverie-Martín et Ega-Hernández (2007) mentionnent que les 

protéases aspartiques sont constituées d’une chaîne polypeptidique avec un nombre d’acides 

aminés (350 à 380 résidus) possédant un pro-segment situé du côté N-terminal et constitué de 

35 à 49 acides aminés qui stabilise la forme inactive de l’enzyme en bloquant l’accès du 

substrat à son site actif. A ce stade, les molécules sont dénuées d’activité protéolytique et sont 

sous forme de précurseurs inactifs connus sous le vocable « zymogènes ». L’étude de la 

structure tridimensionnelle par diffraction aux rayons X de plusieurs protéases a montré que 

leur structure tertiaire est disposée en une conformation à deux lobes homologues. Le site 

catalytique est localisé entre les deux lobes et contient une paire de résidus d’aspartate, un 

dans chaque lobe.  

Les aspartyles protéases utilisées en fromagerie comme agents coagulants ont été extraites à 

partir de tissus animaux et végétaux, et plus récemment par fermentation de microorganismes 

(Tab. II). 
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Tableau II. Présure et coagulants communément utilisés, et leurs enzymes (Harboe et al.,                         

2010)    

Groupe Origine Examples: présure 

et coagulants 

Enzyme Active  

Animal  

 

Caillette bovine  

 

 

 

Caillette ovine  

 

 

 

Caillette caprine  

 

Présure de veau, 

extrait de pepsine 

bovine 

 

Présure en pâte 

Présure d’agneau, 

extrait de pepsine 

ovine 

Présure de chevreau,  

Extrait de pepsine 

caprine 

 

chymosin A, B and C, pepsin A 

and gastriscin  

 

 

idem, plus lipase 

chymosine et pepsine Ovine 

 

 

chymosine et pepsine Caprine 

Microbien Rhizomucor miehei 

 

 

Cryphonectria 

parasitica 

 

Coagulant Miehei  

 

 

coagulant Parasitica  

Rhizomucor miehei  

proteinase aspartique 

 

Cryphonectria parasitica apartic 

proteinases 

FPC : 

chymosine 

produite par 

Fermentation 

Aspergillus niger 

 

Kluyveromyces 

marxianus var. 

lactis 

 

CHY-MAX
TM

 

CHY-MAX
TM

 M 

Maxiren ® 

 

Chymosine bovine B 

Chymosine de chameau 

Bovine chymosin B Chymosine 

bovine B 

 

Vegetal  

 

Cynara 

cardunculus  

Fleur de chardon Cyprosine 1, 2 et 3 / cardosine 

A et B 

 

1.  Les agents coagulant d’origine animale 

Ce sont des extraits coagulants provenant de la muqueuse gastrique des mammifères. La 

principale matière première utilisée pour la préparation de ces extraits est les abomasums ou 

les caillettes de jeunes ruminants (veaux, chevreaux et agneaux). Celles de veaux sont les plus 

employées dans le monde du fait d’une grande disponibilité liée à la présence de cette espèce 

animale dans de nombreux pays à travers le monde. À la fin des années 1960, la diminution 

de l’offre liée au marché des caillettes de jeunes bovidés concomitante à l’accroissement de la 
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production fromagère mondiale a encouragé l’exploitation de caillettes de bovins adultes et 

d’estomac de porc (Ramet, 1997).  

La caillette ou abomasum est la quatrième poche de l’estomac des ruminants, il est 

physiologiquement l’équivalent de l’estomac du monogastrique. La cavité abomasale 

comporte deux régions : la zone fundique et la zone pylorique, séparées par une constriction. 

Les glandes gastriques de la région fundique sont essentiellement constituées de trois types de 

cellules : les cellules pariétales, productrices d’acide chlorhydrique (HCl), les cellules à 

mucus (crypte) et les cellules principales qui produisent les zymogènes (pro-enzymes). Les 

glandes de la région antro-pylorique comportent également des cellules endocrines, siège de 

la synthèse de gastrine, hormone peptidique qui stimule la sécrétion d’HCl. 

Cette sécrétion abomasale qui a la propriété de coaguler le lait est obtenu par macération de 

caillettes sèches découpés ou broyés dans une solution adéquate. Selon le procédé de chaque 

producteur, la macération dure de quelques heures à plusieurs semaines. Les extraits sont 

ensuite traités par floculation suivie de filtrations. Ils sont standardisés et leur pH est ajusté de 

façon à obtenir des préparations commerciales répondant aux critères de pureté et de stabilité 

souhaités. 

En fonction de la durée de macération des caillettes, deux méthodes d’extraction sont à 

distinguer : la méthode dite « lente » qui est à la fois la plus ancienne et la plus traditionnelle, 

et la méthode dite « rapide » ou industrielle. La méthode d’extraction lente permet d’enrichir 

la composition de l’extrait enzymatique en acides aminés, en peptides court et en lipases qui 

contribuent au typage des fromages. Dans le cas de la méthode d’extraction qualifiée de 

rapide, couramment utilisée par les industriels, son procédé se caractérise par une étape de 

séparation des composants du jus brut par chromatographie sur colonne suivie d’une 

deuxième étape qui consiste à mélanger les fractions purifiées de nouveau dans des 

proportions parfaitement prédéfinies. Cette particularité permet de proposer des mélanges 
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adaptés à chaque demande d’utilisateur, mais dont l’environnement enzymatique 

communément appelé « support » est appauvri en certains sels minéraux, en peptides, 

polypeptides et en lipases qui confèrent à la préparation coagulante des propriétés spécifiques 

(Germonville, 2003 ; Grandy, 2015). A noter que la composition et la teneur en enzymes 

coagulantes des préparations enzymatiques abomasales dépend de la qualité des caillettes 

mise en œuvre.  

Durant les 130 dernières années, parmi tous les coagulants d’origine animale, la présure de 

veau a été le coagulant du lait par excellence et a été à la base de tous les fromages. 

1.1. La présure  

La présure est l’extrait obtenu par macération des caillettes de jeunes bovidés tenus au régime 

du lait. Les principales présures commercialisées sont des présures uniquement à base de 

caillettes de veaux. Elles sont utilisées dans toutes les technologies fromagères quel que soit le 

type de lait. En revanche, les présures à base de caillettes de chevreaux ou d’agneaux sont 

généralement réservées aux technologies basées sur les laits des espèces animales concernées. 

La réglementation française sur les enzymes de la coagulation du lait précise que le terme de 

présure est réservé à la présure animale et doit provenir exclusivement d’animaux pré-

ruminants tandis qu’à l’échelle européenne, une présure doit provenir de la macération de 

caillettes de jeunes bovidés, dont l’âge ne peut pas dépasser 8 mois en ce qui concerne les 

veaux (Granday, 2015). 

La composition de la présure renferme principalement deux enzymes différentes : d’une part 

la chymosine qui est majoritaire et d’autre part une proportion non négligeable de pepsine. 

Selon la réglementation française, le rapport de concentration de chymosine sur pepsine 

bovine actives dans la présure doit être supérieur ou égal à 1.38 (Martin, 1984).  
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L’évolution de la concentration en chymosine et en pepsine est fonction de l’âge de l’animal 

et de son régime alimentaire. Le taux de chymosine est maximal à la naissance. Dès le 

troisième mois le taux de pepsine augmente et croit continuellement pour se substituer en 

grande partie à la chymosine à l’âge adulte. A environ 8 mois, alors que l’animal consomme à 

la fois du lait et du fourrage et que ce dernier devient majoritaire, les quantités en chymosine 

et en pepsine s’inversent. Le taux de pepsine s’accroît de façon progressive pour atteindre son 

maximum vers 13-14 mois. Le retour à une alimentation lactée chez des veaux récemment 

sevrés conduisait à une reprise de la sécrétion de chymosine (Andrèn, 2002 ; Grandy, 2015). 

La chymosine (EC 3.4.23.4), principale enzyme de coagulation du lait présente dans la 

présure, hydrolyse spécifiquement la liaison peptidique Phe105-Met106 de la caséine κ, mais 

aussi de nombreuses liaisons de la caséine β et αs1 notamment la liaison Phe23-Phe24 (Carles 

et Ribadeau-Dumas, 1984). 

Cette enzyme est sécrétée sous forme de pro-enzyme inactive appelée pro-chymosine (365 

acides aminés, 40.5 kDa) puis activée par l’acidité stomacale en chymosine (323 amino acids, 

35.6 kDa) par hydrolyse de l’extrémité N-terminale de la molécule. Trois iso-enzymes 

(isoforms) A, B et C ont été identifiées pour la chymosine. Les isoformes A et B diffèrent au 

niveau de leur séquence par un seul résidu d’acide aminé à la position 244 ; le zymogène A 

possède un résidu d’acide aspartique, contre un résidu glycine pour le zymogène B. L’iso-

enzyme B est la forme la plus abondante et la plus stable, alors que la chymosine C n’est que 

le produit de dégradation de la forme A (Foltmann et al., 1977 ; Donnelly et al., 1986 ; 

Rampilli et al., 2005).  

L’activité protéolytique de la chymosine est fortement influencée par les facteurs du milieu en 

particulier le pH. Son maximum d’activité sur la caséine κ est aux pH 5.3- 5.5 (Fox, 2003 ; 

Kageyama, 2002). L’étude de la spécificité d’action de la chymosine en fonction du pH a 
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montré que sur les douze liaisons qui sont sensibles à l’action de la chymosine à pH 5.2, sept 

seulement le demeurent à pH 6.5 (McSweeney et al., 1993).  

Il convient de noter que les travaux de Foltmann (1987) et par la suite ceux de Houen et al. 

(1996) ont montré que la chymosine était présente dans l’estomac du porc alors qu’on la 

croyait spécifique aux ruminants. La chymosine semble donc, être présente chez tous les 

jeunes mammifères, qui reçoivent des immunoglobulines via le lait de leurs mères. À ces fins, 

ils ont besoin d’une enzyme possédant une faible activité protéolytique qui ne dégrade pas les 

immunoglobulines présentes dans le lait (Harboe et al., 2015). 

La pepsine (EC 3.4.23.1) est le constituant mineur de la présure et dont la sécrétion ne 

devient prépondérante qu’après le sevrage. Elle est synthétisée sous forme de pré-pepsinogène 

de 386 résidus d’acides aminés dont les 15 premiers résidus N-terminaux correspondent au 

peptide signal. Les 45 résidus suivants constituent le peptide d’activation dont le clivage 

produit la forme active de l’enzyme : la pepsine A bovine qui comporte 326 résidus d’acides 

aminés. Le pepsinogène et la prochymosine présentent des caractéristiques communes au 

niveau de leur structure (55 % d’identité avec la séquence de la chymosine) et de leur 

mécanisme d’activation (Kageyama, 2002). 

La pepsine A bovine se présente sous de multiples formes qui sont structurellement identiques 

et qui se différencient uniquement par leur teneur en résidus phosphate. Cinq iso-formes 

présentant de 0 à 3 groupements phosphates par molécule ont été décrits, chacune d’entre 

elles possédant des propriétés enzymatiques et des stabilités différentes. Les proportions 

relatives de ces iso-formes varient en fonction de l’âge de l’animal. Les formes présentant le 

plus haut degré de phosphorylation (2 à 3 résidus de phosphate par molécule) deviennent 

majoritaires chez l’animal adulte. (Martin, 1984 ; Martin et Corre, 1984 ; Rampilli et al., 

2005). La présence de ces groupements phosphates et la densité de charges négatives qu’ils 



 

37 

 

procurent semblent s’accompagner d’un accroissement de la stabilité de la pepsine A bovine, 

à pH acide (Martin, 1984). Comparativement à la chymosine, la pepsine est moins efficace 

vis-à-vis de la caséine κ. Ceci est vraisemblablement lié à l’effet de la phosphorylation de la 

pepsine A à travers les répulsions électrostatiques entre les charges négatives présentes 

respectivement au voisinage du site actif de la pepsine et sur la partie C-terminale de la 

caséine κ.  

L’activité enzymatique optimale de la pepsine se situe entre le pH 2 et 5 (selon la nature du 

substrat utilisé) et montre un caractère légèrement plus protéolytique (Kageyama, 2002). Par 

ces deux propriétés la pepsine bovine, en faible quantité dans la présure de veau, joue un rôle 

dans l’hydrolyse des caséines et par conséquence influe sur les caractéristiques gustatives 

finales du fromage. Cette influence est dépendante du rapport chymosine/pepsine. (Collin, 

2015).  

Le principal apport animal dans l’approvisionnement en présure n’exclut pas l’usage d’autres 

sources autre que le veau. Dans les pays du pourtour méditerranéen, ce sont les caillettes de 

chevreaux qui prédominent du fait de la présence en grand nombre de chèvres, et il en est de 

même pour les brebis. Cet état de fait est lié aux conditions climatiques plutôt chaudes et 

propices à d’élevage des petits ruminants rustiques notamment le caprin. En pratique, la 

présure de veaux est utilisée dans toutes les technologies fromagères quel que soit le type de 

lait. Par contre, les présures à base de caillettes de chevreaux ou d’agneaux sont réservées aux 

technologies utilisant les laits des espèces animales concernées, en particulier les fromages 

AOP et fabriqués exclusivement avec du lait de chèvre ou de brebis (Addis et al, 2008 ; 

Granday, 2015). Cette présure dite artisanale provient de caillettes de chevreaux ou 

d’agneaux alimentés uniquement avec du lait et abattus après l’allaitement. De fait, ce type de 

présure diffère significativement de la présure de veau par son spectre enzymatique complexe. 

Outre la chymosine et la pepsine, elle contient des enzymes lipolytiques (Tab.III) qui 
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hydrolysent la matière grasse du lait induisant la formation d’acides gras libres (Bustamante 

et al., 2000; Virto et al., 2003). Cette particularité de la présure de chevreaux ou d’agneaux 

est à l’origine des saveurs piquantes donnant au fromage un caractère original typé. Il en 

résulte une gamme de produits fromagers AOP dans de nombreuses régions du Sud de 

l’Europe : Le Pecorino Siciliano (fromage à pâte dure au lait de brebis cru), le Pecorino 

Romano (fromage à pâte pressée cuite au lait de brebis entier) et du Fiore Sardo (fromage à 

pâte dure non cuite au lait de brebis de la race Sarde) en Italie (Mucchetti et al., 2009).  Le 

Majorero, (fromage de chèvre à pate pressé), Roncal (fromage au lait de brebis de races 

Lacha), Idiazabal (fromage à pâte pressé non cuite.au lait de brebis des races Latxa et 

Carranzana) et le Cabrales (fromage à pâte persillée au lait de vache ou mélange de deux ou 

trois sortes de lait (vache, brebis et chèvre) en Espagne (Bustamante et al., 2003). Le Feta 

(fromage caillé en saumure produit à partir de lait de chèvre ou de brebis) et Kefalotyri en 

Grèce (Anifantakis et Kandarakis, 1983) 

Tableau III. Caractéristiques biochimiques des enzymes lipolytiques de la présure animale 

(Harboe et al., 2010)    

Enzymes  Poids moléculaire 

(kDa) 

pH optimal 

d’activité 

Température optimale 

d’activité (°C) 

Espèce 

animale 

Pré gastriques 49 – 172 5.3 – 7.5 30 – 40 Veau 

168 5.5 – 8.6 30 – 40 Chevreau 

150 5.9 – 6.6 30 – 40 Agneau 

Gastriques / 7 45 Veau 

 

 

1.2. L’extrait de pepsine bovine 

L'extrait de pepsine bovine est obtenu à partir de caillettes de bovidés adultes. Il contient, 

majoritairement, de la pepsine et une faible quantité de chymosine. Selon la réglementation 

française, l’extrait de pepsine bovine doit contenir un ratio de concentration chymosine sur 

pepsine égal ou inférieur à 0.154, ce qui correspond à une activité pepsine bovine supérieur à 

75%.  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Fromages_au_lait_de_brebis
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fromage
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fromages_%C3%A0_p%C3%A2te_press%C3%A9e_non_cuite
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lait
https://fr.wikipedia.org/wiki/Latxa
https://fr.wikipedia.org/wiki/Carranzana
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fromage
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fromage_%C3%A0_p%C3%A2te_persill%C3%A9e
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fromages_au_lait_de_vache
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fromages_au_lait_de_vache
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fromages_au_lait_de_brebis
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fromages_au_lait_de_ch%C3%A8vre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Fromage
https://fr.wikipedia.org/wiki/Caill%C3%A9
https://fr.wikipedia.org/wiki/Saumure
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ch%C3%A8vre
https://fr.wikipedia.org/wiki/Brebis
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L’activité coagulante de la pepsine bovine est sensiblement inférieure à celle de la présure, et 

par conséquent, dans les conditions de la technologie fromagère et selon le type de fabrication 

(type pâte pressée cuite au lait de vache), il est nécessaire d'utiliser une quantité d’extrait de 

pepsine bovine quatre fois plus élevée pour obtenir un temps de coagulation comparable à 

celui obtenu avec la présure de veau (Martin, 1984). Par ailleurs, l’extrait de pepsine bovine 

a montré une meilleure affinité pour coaguler particuliérement le lait de dromadaire par 

rapport à la présure de veau et à la chymosine. Les essais de coagulation réalisés par Ramet 

(1993) ont montré que le temps de floculation était 5 fois plus court dans le lait de dromadaire 

comparativement à celui enregistré dans le cas du lait de vache en présence de pepsine 

bovine.  

L’extrait de pepsine bovine commercialisé est utilisé généralement, en mélange avec la 

présure (mélange 2/2 ou 3/1) dans certaines fabrications de fromages de pâtes molles et de 

pâtes pressées en France. Il est, par ailleurs, employé en mélange avec l’enzyme de 

Rhizomucor miehie dans la technologie des pâtes pressées en Europe de l’Est. Actuellement 

en France, elle est préférablement employée par les présuriers, pour standardiser le ratio 

chymosine/pepsine de leurs présures tout en respectant les valeurs de ratio permises (Grandy, 

2015). 

1.3. La pepsine porcine  

La pepsine porcine (EC 3.4.23.2) est extraite de la muqueuse stomacale du porc sous forme 

inactive et elle est activée à pH 2. Elle est formée d’une seule chaîne polypeptidique 

composée de 326 résidus d’acides aminés. Son poids moléculaire est de 34.5 kDa et son pH 

isoélectrique est de 3.10 (Ernstrom, 1983). Quatre formes de pepsinogènes sont dénombrées 

actuellement et désignées pepsinogènes A, B, C et D. Le plus important étant le pepsinogène 

A purifié par Foltmann et al., (1992). Le pepsinogène B a une homologie en acides aminés 
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de 40 % avec le pepsinogène A et 51 % avec la chymosine. Il est caractérisé par une faible 

activité protéolytique vis-à-vis de l’hémoglobine comparativement avec la pepsine A.  

La pepsine porcine est employée de par le monde mais d’une manière distincte. Le principal 

inconvénient est que son activité coagulante est fortement dépendante du pH. Aux valeurs de 

pH voisin de 6,5 et à une température voisine de 30°C, utilisées couramment en fromagerie, la 

pepsine porcine est partiellement dénaturée. Dans ces conditions, elle perd plus de la moitié 

de son activité (Andrèn, 2002). Pour y remédier, elle est habituellement associée à la présure 

en mélange (50/50) dans la production d’importants fromages aux Etats-Unis et au Canada. 

En Bosnie, cette enzyme est utilisée pour la fabrication du fromage blanc de Bosnie. Tandis 

qu’en France son emploi n’est pas autorisé.  

2.  Les coagulants d’origine microbienne 

Ce sont des protéases d’origine fongique issus principalement de trois genres de moisissures : 

Rhizomucor miehei (moisissure thermophile du sol chaud et humide), Rhizomucor pusillus 

(moisissure mésophile du sol) et Endothia parasitica (désormais dénommée Cryphonectria 

parasitica, moisissure parasite du châtaignier). Leurs extraits coagulants ont des spécificités 

d’action (pH, température, doses) et sont caractérisés par une activité protéolytique marquée 

(Goursaud, 1999). 

La production industrielle se fait en milieu liquide (milieu semi-solide pour R.pusillus) 

submergé dans un fermenteur. Le microorganisme est introduit en plein croissance. Les 

enzymes extracellulaires libérées dans le milieu sont récupérées par filtration et/ou 

centrifugation. Le filtrat concentré subit une filtration stérilisante puis un conditionnement 

sous forme liquide ou séché en micro-granulés après standardisation à un niveau d’activité 

commerciale (Germonville, 2003).  
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La protéase aspartique de R. miehei se présente sous forme d’une seule chaine polypeptidique 

dont la structure tridimensionnelle ressemble considérablement à celle de la chymosine 

(Chitpinityol et Crabbe, 1998). Cette protéase a un poids moléculaire de 40.5 kDa, une 

activité coagulante optimale à pH 5.6 (Preetha et Boopathy, 1997). Toutefois, cette enzyme 

montre une thermostabilité plus grande qui affecte la vitesse de protéolyse dans les fromages 

au cours de la maturation. Actuellement, ce coagulant fongique est produit à partir d’une 

souche modifiée génétiquement (par un traitement spécifique de sensibilisation thermique) 

qui montre une thermostabilité meilleure, une sensibilité au pH plus grande et une protéolyse 

légèrement moins importante. Sous cette forme, cette enzyme répond mieux aux besoins des 

fromagers. Certaines fabrications de pâtes pressées cuites nécessitent une variante du même 

coagulant fortement thermolabile avec une sensibilité au pH accrue et une protéolyse 

sensiblement réduite très proche de celle de la présure. Sous ces différentes formes de 

thermosensibilité et de pureté, c’est le coagulant le plus commercialisé. En revanche, la 

commercialisation du coagulant issu de R. pusillus a diminué en de sa grande similitude avec 

son homologue R. miehei.  

L’extrait coagulant de Cryphonectria parasitica contient une enzyme thermolabile, qui 

hydrolyse plutôt la liaison Ser104-Phe105 de la caséine κ. Elle est caractérisée par son action 

protéolytique plus prononcée et sa moindre sensibilité aux variations de pH. Ces propriétés 

font que ce coagulant fongique est préférentiellement, utilisé dans la fabrication de fromages à 

pâte cuite type Emmental.  

Bien que l’action de ces trois protéases fongiques sur les caséines αs et β soit 

considérablement différente de celle de la chymosine, elles permettent d’obtenir des fromages 

de qualité acceptable. L’utilisation des protéases fongiques était largement répandue aux USA 

avant l’introduction de la chymosine fermentaire  
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3. La chymosine produite par fermentation (FPC) 

La chymosine produite par fermentation (chymosine fermentaire ou recombinante) a été 

introduite pour la première fois sur le marché en 1990. Elle représente actuellement plus de 50 

% des enzymes coagulantes utilisées en fromagerie. Elle est produite par fermentation d’un 

micro-organisme hôte qui a été modifié de façon à ce qu’il exprime le gène de la chymosine 

bovine (A ou B). Trois hôtes différent sont utilisés pour la production de la chymosine à 

savoir : la bactérie Escherichia coli (Pfizer), la levure Kluyveromyces lactis (Gist-brocades) et 

le champignon Aspergillus niger var. awamori (Hansens). Le choix de la chymosine B au 

détriment de la chymosine A (qui a pourtant une activité supérieure de 25% par rapport à la 

chymosine B) se justifie par sa plus grande stabilité. La chymosine A est, en effet, 

relativement instable et se dégrade par autolyse à bas pH (nécessaire pour l’activation de la 

prochymosine) et à des teneurs élevées en NaCl, indispensable à l’extraction et la 

conservation des préparations (Grandy, 2015).  

Les processus de production de la chymosine fermentaire varient en fonction de l’organisme 

hôte utilisé et du fabricant. Pour toutes les FPC, on utilise habituellement une souche hôte non 

pathogène et non toxique ; de plus, on utilise des matières premières de qualité alimentaire 

comme milieu pour la fermentation. Le procédé de production de cette chymosine nécessite 

après fermentation, un traitement acide pour détruire les cellules, l’ADN et l’ARN microbiens 

résiduels, et activer le zymogène inactif (prochymosine). Une étape de purification par 

chromatographie est réalisée après la séparation physique des cellules pour éliminer toute 

trace d’une éventuelle activité secondaire. La chymosine purifiée est formulée avec du 

chlorure de sodium et finalement standardisée à la force désirée en Unité Internationale de 

coagulation du lait (International Milk-Clotting Units : IMCU/ml) (Harboe et al., 2015).  

La chymosine fermentaire est identique en poids moléculaire, séquence d´acides aminés, et 

profil chromatographique à la chymosine de veau. Les études portant sur la production 
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fromagère ont montré que le rendement et la qualité des fromages sont les mêmes que ceux 

obtenus avec la chymosine de veau. Par ailleurs, la chymosine recombinante est pratiquement 

impossible à distinguer de la chymosine présente dans la présure naturelle et par conséquence 

le mélange de la FPC avec les autres agents de coagulation du lait est légalement interdit 

(Barbano et Rasmussen, 1992 ; Broom et al., 2006). 

En 2008, la chymosine cameline produite par fermentation est introduite dans le marché. Elle 

possède de remarquables propriétés coagulantes pour le lait de chamelle mais également pour 

le lait de vache, lait pour lequel elle se révèle même supérieure à la chymosine bovine, 

longtemps considérée comme l’enzyme de référence. La chymosine cameline a une activité 

spécifique, exprimée en IMCU/mg, deux fois supérieure sur le lait de vache, comparée à la 

chymosine de veau. La FPC cameline montre un pouvoir gélifiant supérieur à la présure de 

veau. À activité coagulante identique moins de 25% de FPC cameline est nécessaire pour 

obtenir des temps de prise et de raffermissement du caillé identique à ceux obtenus avec la 

FPC bovine. La FPC cameline catalyse de manière très spécifique l’hydrolyse des caséines ce 

qui permet d’obtenir des rendements fromagers élevés sans engendrer des défauts 

organoleptiques. La comparaison de la chymosine de chameau avec celle de veau au cours de 

plusieurs tests de fabrication de fromage puis de dégustation a montré que l’emploi de la 

chymosine de chameau diminue la sensation d’amertume défavorable. Il a été également 

démontré que la caséine β, qui est responsable de l’amertume, était moins dégradée par la 

chymosine de chameau (Kappeler et al., 2006 ; Bansal et al., 2009 ; Harboe et al., 2015 ). 

Si l’on se réfère au ratio C/P (L’activité coagulante (C) à pH 6.5, exprimée en IMCU/ml sur 

l’activité protéolytique moyenne (P) mesurée sur un substrat d’azocaséine au même pH), la 

chymosine cameline est cinq fois plus spécifique que la chymosine de veau. Signalons par 

ailleurs, que plus le ratio C/P est élevé, plus l’enzyme est spécifique. 
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Avec l’arrivée sur le marché des coagulants obtenus par fermentation, l’utilisation de présure 

animale a décliné au cours des années. 20% de la production mondiale de fromages utilisent 

encore la présure animale destinée particulièrement au segment des fromages AOP/AOC, tel 

que le fromage italien « Parmigiano Reggiano » et le fromage français « le Comté », dont les 

cahiers de charge mentionnent l’obligation de l’utilisation de présure animale. Par ailleurs, Il 

convient de signaler que l’introduction de la FPC cameline a permis de contester le postulat 

selon lequel la chymosine bovine constitue la référence en termes d’efficacité coagulante du 

lait bovin, ouvrant ainsi la voie à de nouveau coagulants et à de nouvelles pistes de recherche 

(Harboe et al., 2015).  

4. Les coagulants d’origine végétale 

Ce sont des extraits aqueux obtenus à partir des différentes parties (fleurs, feuilles, tige) de 

plantes supérieures. La fleur de Cynara cardunculus, plante de la famille des Astéracées 

comme l’artichaut, est la plus fréquemment citée comme source potentielle de coagulant 

végétal. Verissimo et al. (1996) étaient parvenus à préparer l’extrait coagulant de la fleur de 

Cynara cardunculus et à le caractériser. Il est composé de deux protéases nommées cardosine 

A et cardosine B. La structure de ces protéases se présente sous forme de deux chaines 

polypeptidiques renfermant une grosse sous-unité (31 à 34 kDa) et une petite sous-unité (15 à 

14 kDa, respectivement). Ces deux cardosines sont semblables respectivement de par leur 

spécificité et leur activité à la chymosine et à la pepsine. Elles hydrolysent la liaison Phe105-

Met106 de la caséine κ qui entraine la coagulation du lait mais, elles diffèrent par leur activité 

protéolytique. La cardosine B exprime une activité protéolytique plus intense envers la 

caséine que la cardosine A qui montrent un maximum d’activité à pH 5.   

L´utilisation de ce coagulant reste toutefois restreinte, si on la compare avec l’utilisation des 

coagulants d´origines microbienne et animale. Elle se limite à certaines régions 
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géographiques, dans la péninsule Ibérique, où le coagulant issu de Cynara cundunculus est 

utilisé pour la fabrication de fromages traditionnels. Il est particulièrement utilisé au Portugal 

dans la fabrication d’un fromage AOC, le « Serra da Estrela » un fromage à pâte molle 

fabriqué à partir de lait de brebis (Grandy, 2015).   

L’usage limité des coagulants végétaux est souvent attribué aux défauts de texture et 

d’amertume qu’ils engendrent dans les produits fromagers largement commercialisés. La 

production industrielle des extraits coagulants végétaux se heurte à la variabilité de 

concentration de ces enzymes dans le fragment végétal utilisé et qui est tributaire des 

conditions de culture : le climat, la nature du sol et l’âge de la plante.  

En conclusion, chaque coagulant commercial possède des caractéristiques enzymatiques et 

physico-chimiques propres. Certains d’entre eux peuvent être utilisés pour tous types de 

fromages, d’autres sont plus spécialement réservés à certains types de fabrications. Selon le 

type de fromage, pâte molle, pâte pressée et pâte pressée cuite, le fromager devra choisir 

l’enzyme la mieux adaptée techniquement et réglementairement à son procédé de fabrication 

tout en prenant en considération les impératifs économiques.  
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MATERIEL ET METHODES 
 

1. Origine de la matière première  

Le coproduit d’abattage « abomasum ou caillette » est prélevé sur la chaîne de découpe des 

moutons abattus à l’âge adulte (˃ 6 mois), au niveau de l’abattoir d’El-Harrach. Les caillettes 

ovines sont acheminées rapidement au laboratoire dans une glacière pour éviter la dégradation 

et la putréfaction de la matière protéique.  

Les caillettes sont vidées, partiellement dégraissés, lavées légèrement à l’eau courante à faible 

jet, puis débarrassées de leurs parties pyloriques. Elles sont broyées pour les réduire à l’état de 

pâte à l’aide d’un hachoir, puis stockées après homogénéisation dans des récipients au 

congélateur à -20 °C, jusqu’à utilisation.  

2. Enzyme coagulante 

La chymosine fermentaire commerciale CHY-MAX
®
 Powder Plus NB (Chr.Hansen, 

Denmark) est utilisée comme enzyme de référence lors de cette étude. Cette préparation est 

fournie sous forme de poudre lyophilisée 100% pure chymosine. Elle est produite par 

fermentation en milieu végétal submergé avec Aspergillus niger var.awamori, et présente une 

activité de 1400 IMCU/g. 

Afin de travailler avec le même lôt de chymosine durant toute la série d’expériences, celle-ci 

est diluée au 1/100
e
 dans de l’eau distillée, répartie par fractions de 5 ml puis congelée à –

20°C.  

3. Processus d’obtention de la pepsine ovine purifiée  

La préparation de l’extrait enzymatique de pepsine ovine fait intervenir deux étapes unitaires. 

Dans cette partie, on expose l’enchaînement de ces étapes, leurs conditions opératoires ainsi 

que les techniques utilisées.  
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3.1. Préparation de l’extrait brut de pepsine ovine 

3.1.1. Choix du procédé d’obtention de l’extrait de pepsine ovine  

Les procédés d’obtention des préparations coagulantes sont nombreux. Ils différent selon le 

mode d’extraction caractérisé par la solution de macération.  

Trois méthodes sont employées dans cette étude : 

 Macération dans une eau additionnée de benzoate à 1% (O’Leary et Fox, 1975) ; 

 Macération dans une solution d’eau salée à 6-10% (Anifantakis et Green, 1980 ; 

Goursaud, 1999) ; 

 Macération dans une eau acidifiée à 0,2 M de HCl (Valles et Furet, 1977). 

Le principe de l’extraction consiste à macérer un poids de caillettes broyées dans un poids 

égal d’une solution d’extraction (w/w), pendant 1 heure à une température de 25°C. Le jus 

d’extraction est séparé de la masse biologique (débris de caillettes) par filtration et/ou une 

centrifugation. L’activation du pepsinogène (forme inactive de la pepsine) contenu dans le jus 

brut est réalisée par abaissement du pH à 2 à l’aide de l’acide chlorhydrique, puis 

neutralisation par ajustement du pH à 5.8-6.0 par l’emploi de phosphate di-sodique. La 

clarification du jus obtenu est réalisée par addition de 1% (v/v) d’une solution de sulfate 

d’aluminium 1M et 5% (v/v) d’une solution de sulfate di-sodique 1M. Les matières protéiques 

en suspension dans cet extrait précipitent en formant une boue organique qui est séparé du 

surnagent par filtration.  

La méthode donnant le meilleur rendement d’extraction de l’activité coagulante sera 

préconisée pour la suite de l’étude. 

Le rendement d’extraction (Rt) est défini par la quantité d’enzyme récupérée à partir d’un 

poids donné de matière première mise en œuvre. Il est exprimé en unité d’activité coagulante 

pour 1g de caillette (Valle et Furet, 1977).  
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3.1.2. Optimisation des conditions d’extraction 

La méthode de Valle et Furet (1977) basée sur une macération en milieu acide est retenue 

comme méthode de référence pour obtenir l’extrait enzymatique brut. Les conditions 

optimales d’extraction ont été recherchées en considérant l’influence de différents paramètres 

sur l’activité coagulante de l’extrait enzymatique brut et sur le rendement d’extraction du 

procédé.  

Les paramètres concernés par l’optimisation sont :   

 La quantité de caillette mise en œuvre : l’influence de ce paramètre sur le rendement 

d’extraction de l’activité coagulante a été déterminée en variant le poids de caillette utilisé 

de 5g à 120g. 

 La concentration en HCl de la solution extractive : la concentration en HCl optimale 

d’extraction est déterminée en variant la concentration du HCl des solutions extractives de 

0,1M à 0,6M. 

 La température et de la durée de macération : l’influence de la température et de la durée 

de macération sur l’activité coagulante et le rendement d’extraction est déterminée en 

portant les macérations acides à des températures variables de 25°C à 40°C, pendant des 

temps allant de 2h à 96h. 

 Effets de la clarification : optimisation des différents paramètres cités en dessus, l’effet 

de la clarification sur l’activité coagulante de l’extrait enzymatique brut était vérifié, en 

comparant à un témoin non clarifié.  

3.2.  Purification de la pepsine ovine  

L’extrait coagulant brut de pepsine ovine obtenu selon les conditions optimisées (Slamani et 

Bellal, 2015) est purifié selon un protocole classique faisant intervenir deux techniques de 
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chromatographie sur colonnes : une échangeuse d’ions suivie d’une filtration sur gel 

(O’Leary et Fox, 1975). 

Les protéines sont détectées tout au long du processus de purification par mesure de leur 

absorbance à 280 nm. 

3.2.1.  Chromatographie d’échange ionique  

Cette technique chromatographique permet de séparer les protéines en fonction de leur 

différence de charge à un pH donné.  

L’extrait enzymatique lyophilisé, dissous dans un minimum de tampon phosphate de sodium 

(0,02 M, pH 6), est déposé en haut d’une colonne contenant le gel de DEAE-cellulose (20 x 

2.5 cm) préalablement équilibré avec le même tampon. Le débit d’élution est fixé et maintenu 

constant à 80 ml/h et des fractions de 5 ml sont collectées.  

Lorsque l’absorbance de l’éluât à 280 nm est revenu au niveau basal, Les particules fixées sur 

le gel sont éluées en utilisant un gradient croissant de NaCl de 0.3 M à 0.6 M dans le tampon 

phosphate à pH 6 (conditions optimales obtenues après plusieurs essais). Les fractions douées 

d’activité coagulante sont rassemblées et concentrées par un concentrateur centrifuge sous 

vide.  

3.2.2.  Chromatographie d’exclusion  

La chromatographie d’exclusion ou gel-filtration est une technique de purification qui permet 

de séparer les protéines en fonction de leur taille.  

Les fractions protéiques concentrées, précédemment obtenues, sont éluées à travers une 

colonne de gel Sephadex G-100 (50 x 1.5 cm) équilibrée avec du tampon phosphate 0.02 M, 

pH 6. Le débit d’élution est fixé et maintenu à 10 ml/h, et des fractions de 2 ml sont 

collectées. Les fractions les présentant une activité coagulante sont rassemblées, dialysées et 

concentrées.  
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Après chaque étape de purification, l’activité coagulante et la quantité totale de protéines de 

l’extrait enzymatique ont été déterminées afin d’évaluer le rendement et le facteur de 

purification.  

3.2.3.  Electrophorèse sur gel polyacrylamide (SDS-PAGE) 

L’évaluation de la l’homogénéité de la pepsine ovine purifiée et l’estimation de sa masse 

moléculaire a été réalisée par SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel 

Electrophoresis) sur gel d'acrylamide à 12% (Laemmli, 1970). 

Après chaque séparation chromatographique, les fractions douées d’activité sont solubilisées 

dans une solution chauffée à 100°C, tamponnée au pH 6,8 par du Tris-HCl et contenant du 

sodium dodécyl sulfate (SDS) et du β-mercaptoéthanol. La migration est réalisée dans un 

système d’électrophorèse discontinu (Mini Protean III, Bio Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA) constitué de deux gels de polyacrylamide de porosité différente et tamponnés à des pH 

différents. Les gels sont coulés et polymérisés dans un système vertical « en sandwich » entre 

2 plaques de verre. Les échantillons déposés au-dessus du gel de concentration à 4% (stacking 

gel) tamponné au pH 6,8 par du Tris-HCl sont concentrés puis séparés suivant leur taille dans 

le gel de séparation à 12%. (Running-gel) tamponné à pH 8,8. Une fois l’électrophorèse 

effectuée, les différentes protéines présentes sur le gel sont révélées par coloration au bleu de 

Coomassie R-250.  

4. Caractérisation de l’extrait enzymatique de pepsine ovine purifiée 

4.1. Détermination de l’activité coagulante (AC) 

L’activité coagulante de l’extrait enzymatique est mesurée par la méthode de Berridge 

(1952), utilisant un lait reconstitué standard (substrat de Berridge). 

Le substrat standard est un lait en poudre reconstitué avec une solution de chlorure de 

calcium, à raison de 12 g de poudre de lait écrémé de type basse température, solubilisés à 
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l’aide d’un agitateur magnétique pendant 30 min, dans 100 ml de solution de CaCl2, 0,01 M. 

Ce substrat dont le pH est ajusté à 6.5, est placé dans un bain-marie régulé à 30 °C pendant 30 

min avant les mesures. 

Le principe de la mesure repose sur la détermination, à 32 °C, du temps de coagulation qui est 

l'intervalle séparant l’ajout de 1 ml d’extrait enzymatique à 10 ml de lait et l’apparition des 

premiers flocons de caillé de lait sur la paroi du tube mis en rotation.  

Une unité d´activité est définie comme la quantité d’enzyme nécessaire pour former un caillé 

en 10 min dans les conditions décrites précédemment. L’activité coagulante est exprimée en 

IMCU/ml. 

4.2. Détermination de la concentration en protéines 

La quantité totale de protéines des extraits enzymatiques (fractions brute et purifiées obtenues 

après chaque étape de purification), est estimée par la méthode de Lowry et al. (1951).  

Cette mesure permet de calculer l'activité spécifique, c’est-à-dire le rapport de l'activité 

coagulante par la quantité totale de protéine présente dans la préparation enzymatique. Elle est 

exprimée en IMCU/mg de protéines.  

4.3. Facteurs affectant l’activité de l’extrait de pepsine ovine  

Un coagulant de remplacement doit être stable et actif dans les conditions physico-chimiques 

des laits habituellement transformés en fromagerie. Pour cette raison, l'influence de ces 

facteurs (teneur en calcium, température, pH) sur l’activité coagulante des deux protéases 

(pepsine ovine et chymosine) a été comparée. Chaque paramètre est étudié indépendamment 

et les résultats sont exprimés en activité résiduelle, calculée en pourcentage par rapport à 

l’activité maximale.  

Les extraits de pepsine ovine purifiée et de chymosine sont dilués 10 min avant leur emploi 

dans de l’eau distillée à partir des solutions stocks préalablement décongelées. La 
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concentration de chaque enzyme est telle que la coagulation de 10 ml de substrat de Berridge 

(0.01 M de CaCl2, pH 6.5) à la température de 32 °C a lieu après environ 10 min. 

4.3.1. pH 

Les essais sont réalisés sur le substrat standard de Berridge (0,01 M CaCl2) à 32 °C dans la 

gamme de pH comprise entre 5,7 et 7. Le pH final du substrat est ajusté lors de la 

reconstitution, par une solution d'acide chlorhydrique ou de soude (1 M). 

4.3.2. Température  

Pour chaque essai, le substrat standard (0,01 M CaCl2, pH 6.5) est maintenu à différentes 

températures avant emprésurage. La gamme de températures testées est comprise entre 25 et 

60 °C. Après exposition, l’activité coagulante est mesurée dans les conditions standardisées.  

4.3.3. Teneur en calcium  

La coagulation est suivie à la température de 32° C, sur le substrat de Berridge additionné de 

doses croissantes de CaCl2 (0 – 0.05 M). Le pH est ajusté à 6.5 par addition de NaOH 0.1 M. 

5. Évaluation de l’aptitude à la coagulation de l’extrait de pepsine ovine  

L’évaluation des propriétés coagulantes de la pepsine ovine comparativement à la chymosine 

a été appréhendée sur la base de deux approches : une approche rhéologique à travers le suivi 

de la cinétique de coagulation du lait sous l’action de la pepsine ovine ; et une approche 

biochimique par l’étude de la protéolyse du substrat spécifique du lait « caséines ».  

5.1. Analyse du comportement rhéologique des gels obtenus par les laits 

emprésurés avec la pepsine ovine 

5.1.1. Origine et prélèvement des échantillons de laits 

Les échantillons de lait de vache, de brebis et de chèvre de petit mélange de la traite manuelle 

du matin d’animaux en début de lactation, ont été collectés auprès de la station expérimentale 
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de l’Institut Technique de l’Élevage (ITELV de Baba Ali, Alger). Les prélèvements ont été 

effectués trois fois par mois sur une période Janvier-Février-Mars de l’année 2017. Ils sont 

transportés immédiatement dans une glacière au Laboratoire Central de la Laiterie Fromagerie 

de Boudouaou (LFB) pour analyse.  

Chaque échantillon d'environ 1l de lait a été fractionné en 2 ; Une partie est destinée à la 

détermination des caractéristiques physico-chimiques, et l’autre partie est réservée au suivi de 

la cinétique de coagulation.  

5.1.2. Détermination de la composition chimique des échantillons de lait 

5.1.2.1. Analyses physico-chimiques du lait   

Les analyses élémentaires faites sur le lait dès l’arrivée des échantillons au laboratoire (moins 

d’une heure après le prélèvement) ont été réalisées selon les protocoles des méthodes 

normalisées décrites par AFNOR (1980) 

- Le pH du lait a été mesuré à l’aide d’un pH mètre ;  

- L’acidité du lait a été déterminée par titration à la soude (N/9) en présence de 

phénophtaléine et est exprimée en degrés Dornic ; 

- La densité du lait était déterminée au moyen d'un thermo-lactodensimètre ; 

- La teneur du lait en matières grasses (Taux Butyreux, TB) a été déterminée par la 

méthode acido-butyrométrique de Gerber, qui consiste en une attaque du lait par 

l’acide sulfurique et séparation par centrifugation en présence d’alcool iso-amylique 

de la matière grasse libérée ; 

- La teneur en matière sèche est estimée par évaporation à 102 °C jusqu’à poids 

constant.  
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5.1.2.2. Composition chimique du lait 

Les dosages de protéines, de caséines et de protéines sériques ainsi que les différentes formes 

de calcium (Ca total, Ca soluble) et de phosphore inorganique (Pi total et Pi soluble) ont été 

effectués dans les conditions décrites par Remeuf et al. (1989). 

- La teneur en azote total (AT), en azote soluble (AS) et en azote non protéique (ANP) a 

été déterminée par la méthode Kjeldahl (AFNOR, 1980) dont le principe consiste à 

transformer l’azote organique contenu dans l’échantillon en azote minéral 

(ammoniac), par minéralisation à 400 °C des échantillons, suivi d’une distillation à la 

vapeur. Les différentes fractions azotées étaient préparées selon le protocole préconisé 

par Rowland (1938). Les teneurs en protéines et caséines, exprimées en g de protéines 

par litre de lait, sont calculées à partir des valeurs en azote protéique (AT-ANP) et 

azote caséique (AT-AS) corrigées par le facteur de conversion 6,38 ; 

- La teneur en phosphore total et soluble a été déterminée à l'aide d'une méthode 

colorimétrique basée sur la formation, en milieu acide, d'un complexe coloré de 

phospho-molybdate d'ammonium. La DO est mesuré à 630 nm. Une gamme étalon a 

été établie avec une solution de dihydrogenophosphate de potassium (KH2PO4) 

contenant 1g de phosphore /l (solution 1000 ppm) 

- Le calcium a été dosé par par photométre à flamme. Sa fraction totale (CaT) était 

déterminée sur le lait et sa fraction soluble (CaS) sur le filtrat (sérum) obtenu de 

l’action du TCA (12%) sur le lait. Une gamme étalon a été établie avec une solution de 

CaCl2 contenant 1g Ca/ L de solution.  
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5.1.3. Suivi de la cinétique de coagulation 

Les cinétiques de coagulation enzymatique ont été suivies pendant 60 minutes à 32 °C en 

utilisant un Gelograph (Gel Instrument, Suisse) selon la méthode proposée par Nàjera et al. 

(2003).  

Cet appareil est muni d’une sonde constituée d'une lame métallique rectangulaire, qui est 

immergée dans le lait. Elle est animée d'un mouvement pendulaire de très faible amplitude 

donnant naissance à une tension induite qui est fonction de la résistance du milieu (lait). Le 

signal obtenu est amplifié puis envoyé sur un millivoltmètre. La fermeté du gel au cours de la 

coagulation est exprimée en Gel-Unité (GU) qui est une unité arbitraire (1 mG = 1mPa.s à 

25°C).  

Les analyses sont réalisées en double. Au début de chaque analyse, l'activité coagulante de la 

pepsine et de la chymosine a été standardisée à une dilution finale permettant d’obtenir un 

temps de coagulation de 10 min sur le substrat de Berridge. 

La coagulation enzymatique est réalisée sur 50 ml de lait ajusté à pH 6.5 (par addition d’acide 

lactique 1 M), placé dans un tube à essai maintenu à 32°C dans un bain marie thermostaté, et 

emprésuré avec de 2 ml d’extrait de pepsine ovine (ou de chymosine).  

A partir de la courbe du suivi rhéologique de la coagulation, sont calculés les paramètres 

suivants : 

- le temps de coagulation (CT) : laps de temps s'écoulant entre l'emprésurage et le début 

du raffermissement. Il est exprimé en secondes ;  

- la vitesse de gélification ou de raffermissement du gel (GRF) : le rapport entre la 

différence de fermeté enregistrée entre le temps de tranchage (deux fois le temps de 

coagulation) et le temps de coagulation sur la différence de temps entre ces deux 

points. elle exprimée en GU/s ; 
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- la fermeté maximale du gel (Amax) : l’ordonnée maximale de la courbe exprimée en 

GU. 

5.2. Test d'estimation du rendement fromager  

Ce test est réalisé par centrifugation d'un caillé obtenu à partir d'un échantillon de lait entier, 

emprésuré à pH 6.5. Cette analyse, qui permet d'avoir une bonne estimation des rendements 

réels obtenus en cuve, a été réalisée selon la méthode décrite par Hurtaud et al. (1991). Le 

rendement frais correspond au poids du caillé rapporté au poids de lait mis en œuvre. Le 

rendement en matière sèche est le rendement frais multiplié par l'extrait sec du caillé. 

Le rendement fromager en frais (RFf) est obtenu par pesée du caillé : 

RFf = poids caillé / poids de lait 

Le rendement fromager en matière sèche (RFs) est calculé à partir de la détermination des 

teneurs en matière sèche du lait (MSL) et du lactosérum (MSLA), des poids de lait (PL) et de 

lactosérum (PLA) : RFs = (1 – ((PLA x MSLA) / (PL x MSL))) x 100 

 

5.3. Evaluation de l’activité protéolytique de la pepsine ovine sur les 

caséines laitières  

L’action de l’enzyme coagulante se manifeste d’une manière spécifique sur la caséine ĸ mais 

aussi sur les caséines α et β. Au cours du processus de coagulation, les agrégats protéiques 

produits par l’action de l’enzyme coagulante sur ces caséines affectent les propriétés 

rhéologiques des gels. 

La spécificité d’action de la pepsine ovine a été étudiée en utilisant comme substrat la caséine 

entière bovine et ses fractions α, β et ĸ, ainsi que les caséines entières caprine et ovine. 

L’analyse, comparée des hydrolysats de caséines obtenus par action de la pepsine et de la 

chymosine est réalisée par électrophorèse sur gel de polyacrylamide.                         
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5.3.1. Les caséines 

5.3.1.1. Caséine entière bovine et ses fractions α, β, et k 

La caséine entière bovine et ses composants α, β et ĸ employés pour l’étude de la protéolyse 

sont des caséines commerciales fournies à l’état lyophilisé type Sigma, Aldrich. 

5.3.1.2. Caséines caprine et ovine 

Les caséines ovine et caprine ont été préparées à partir du lait cru de chaque espèce, prélevé 

d’une seule femelle laitière provenant du troupeau de l’ITELV.  La séparation de la caséine 

du lait est réalisée par centrifugation après précipitation à l'acide chlorhydrique selon la 

méthode décrite par Egito et al. (2002).  

Le lait préalablement écrémé par centrifugation (30 min, 25°C, 3500 x g), est additionné 

d’HCl 1M jusqu’à pH 4,2. Le caillé obtenu est centrifugé (20 min, 20°C, 3500 x g), et le culot 

est récupéré. Il est lavé deux fois avec de l’eau distillée puis dissout sous agitation dans une 

solution de NaOH (1M, pH 7). Ce cycle précipitation-lavage-dissolution est répété trois fois 

afin d’épuiser les constituants protéiques et non protéiques du lactosérum. Les caséines 

entières obtenues sont dialysées puis lyophilisées et conservées à -20°C.  

5.3.2. Conditions de l’hydrolyse protéique  

L’hydrolyse des caséines est réalisée selon la méthode décrite par Muñoz et al. (2004). Les 

caséines sont dissoutes dans une solution tampon phosphate 0.1M, pH 6.5 à la concentration 

finale de 2 mg/ml, puis additionnées de l’extrait enzymatique dans un rapport 1/10 (v/v) et 

maintenues dans un bain marie à 32°C pendant une nuit pour les caséines α, β et ĸ et pendant 

24 h pour les caséines entières de chaque espèce. L’extrait de pepsine ovine et celui de 

chymosine ont été dilués dans le même tampon à une concentration telle que le temps de 

coagulation soit égale à 10 min avec le substrat de Berridge. 
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Des fractions aliquotes du mélange réactionnel des caséines entières sont prélevées à des 

intervalles de temps adéquats (2, 6 et 24 heures), puis chauffées à 100°C pendant 5 min pour 

stopper la réaction d’hydrolyse.  

5.3.3. Analyse électrophorétique des hydrolysats de caséine  

Les hydrolysats de caséines obtenus ont été analysés par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE) suivant la méthode de Laemmli (1970). 

Les échantillons à analyser préalablement dilués au 1/10 dans de l’eau distillée sont dissouts 

(v/v) dans un tampon échantillon (Tris-HCL 0,125 M, pH 6,8 contenant 2% (v/v) de SDS et 

5% (v/v) de 2-mercaptoéthanol, 50% (v/v) de glycérol et 0,01% (m/v) de bleu de 

bromophénol) puis chauffées à 100°C pendant 5 min avant d'être analysés par SDS-PAGE. 

L'électrophorèse a été effectuée avec un appareil Mini-Protean (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

utilisant un gel de concentration à 4% d’acrylamide en tampon Tris, pH 6,8, et un gel de 

séparation à 15 % d’acrylamide en tampon Tris, pH 8,8.  

Les teneurs en protéines et en peptides des hydrolysats analysés sont déterminées en 

comparant leur mobilité avec celle d’un marqueur de PM connus.    

6. Analyse statistique 

La comparaison des moyennes des diverses variables (DM, protein, casein, Soluble proteins, 

Total Ca, Colloidal Ca, Total P, Colloidal P, Fat) a été établie par ANOVA de Friedman qui 

est l’équivalent du t-test de Student pour échantillons appariés avec plus de 2 échantillons (3 

dans notre cas : cow milk, ewe milk et goat milk). 

La comparaison des paramètres rhéologiques (Ct, GFR et Amax) en fonction de l’enzyme 

"ovine pepsine" ou "chymosine" a été établie par des tests de Student pour échantillons 

appariés sur des données chronologiques allant de début janvier à fin mars 2017. Nous avons 

aussi recherché les corrélations éventuelles positives ou négatives entre ces diverses variables 
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(2 à 2) pour les différents laits (vache, brebis et chèvre) en utilisant les coefficients de 

corrélation « r » de Bravais-Pearson qui peuvent mettre en évidence l'évolution conjointe 

de 2 variables. 

L’analyse statistique a été établie sur Statistica 10 de Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA.  Les 

résultats sont donnés comme moyenne et écart-type (SD : standard deviation). Les différences 

sont considérées significatives pour p<0,05. 
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CHAPITRE I 
 

Préparation de l’extrait coagulant de pepsine à partir des 

caillettes d’ovins adultes 

 

Ce chapitre a pour objectif l’obtention de l’extrait de pepsine ovine à partir d’un coproduit 

d’abattage des ovins adultes. Le procédé d’obtention préconisé dans cette étude devra 

permettre de valoriser au mieux les caillettes ovines. 

1. Choix de la méthode d’extraction 

Les méthodes d’extraction des préparations enzymatiques coagulante citées dans la littérature, 

se différencient principalement par la nature de la solution extractive. Cette dernière 

conditionne la teneur en enzyme de l’extrait coagulant, son activité et le rendement 

d’extraction.  

Trois solutions de macération ont été préconisées : de l’eau distillé additionnée de benzoate à 

1% (O’Leary et Fox, 1975), une solution d’eau salée à 6-10% de NaCl (Anifantakis et 

Green, 1980 ; Goursaud, 1999) et une eau acidifiée à 0,2 M de HCl (Valles et Furet, 1977). 

1.1. Influence de la nature de la solution d’extraction, effet de la 

clarification 

Le taux d’extraction de l’enzyme varie en fonction du milieu de macération. Cette variation 

relativement faible lorsque la macération est conduite dans de l’eau ou dans la saumure, elle 

est notable lorsque la macération est conduite dans une solution 0,2 M de HCl (Tableau IV). 

L’ajout de NaCl à l’eau facilite l’extraction et permet d’avoir des extraits plus actifs mais les 

rendements d’extraction sont plus faibles en raison de la viscosité élevée de l’extrait qui rends 

la filtration difficile. 
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Le jus de macération obtenu avec l’eau et la saumure est d’une couleur brun rougeâtre. La 

clarification permet d’éliminer les protéines en suspension en formant une boue organique et 

de corriger la couleur de l’extrait qui devient jaune d’or. Cependant, cette opération n’est pas 

sans conséquence sur l’activité de l’extrait. Une perte d’activité particulièrement notable est 

enregistrée avec le jus de la macération en saumure. 

Tableau IV : Variation de l’activité coagulante et du rendement d’extraction en fonction du 

milieu de macération. Effet de la clarification. 

Solution 

d’extraction 

H2O + 1% de 

benzoate de Na 

6 -10% de NaCl + 

1% Benzoate de Na 

HCL 0,2 M 

pH du milieu 6 5,4 -5,8 ~ 1 

AC (IMCU) avant 

activation 
0,3 0,35 - 0,4 / 

AC (IMCU) après 

activation 
0,8 0,8 2,27 

Rt (IMCU/ g de 

caillette) 
0,68 0,5 - 0,65 0,96 

AC (IMCU) (après 

clarification) 
0,69 0,19-0,24 1,72 

Rt (IMCU / g de 

caillette) 
0,53 0,10 - 0,18 0,73 

Conditions de macération : Poids de broyat de caillette = 100g ; poids de la solution extractive = 100 

g ; Température d’incubation = 25°C ; Temps de macération = 60 minutes.    

 

1.2. Influence de la quantité de caillette mise en œuvre 

L’activité coagulante et le rendement d’extraction varient relativement, de manière 

proportionnelle avec la quantité de caillette mise en œuvre (Fig. 10). L’augmentation du poids 

de caillette entraîne une augmentation de l’activité coagulante et une diminution du 

rendement d’extraction. Au-delà de 80 g de caillette, cette variation est relativement faible. 

1.3. Influence de la concentration en HCl 

L’augmentation de la concentration en HCl entraîne une augmentation de l’activité coagulante 

et du rendement d’extraction jusqu’à la concentration de 0,2 M. Au-delà de cette 
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concentration, l’activité de l’extrait enzymatique et le rendement d’extraction diminuent (Fig. 

11).   
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1.4. Influence de la température et de la durée de macération 

La variation de la température et de la durée de macération montre que l'extraction est d'autant 

plus rapide que la température est élevée. Par ailleurs, l’élévation de la température au-delà de 

25°C améliore le rendement d’extraction. En effet, la figure 12 montre une chute très 

importante du rendement à 25°C, au-delà de 6 heures de macération ce qui n’est pas observé 

pour des températures supérieures à 25°C (Fig. 13). La température de 35°C avec une durée 

de macération de l'ordre de 72 à 96 heures, permet d’obtenir des activités enzymatiques 

(coagulantes) les plus élevées avec de meilleurs rendements (Fig. 14). Cependant, lorsque la 

macération est conduite à 40°C, l’activité coagulante et le rendement d’extraction chutent 

(Fig.15).  
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1.5. Conditions optimales d’extraction 

Les essais préliminaires effectués ont permis d'adopter le diagramme d’extraction suivant : 

 Etape 1 : Macération d’un poids de caillettes broyées dans une solution acidifiée de 

HCl 0.2 M, dans un rapport 8 :10 (W/W), à une température de 35°C pendant 72 

heures ; 

 Etape 2 : Purification de l’homogénat obtenu par filtration à travers une gaze, 

centrifugation et seconde filtration à travers du papier filtre ; 

 Etape 3 : Neutralisation du pH du filtrat dans une fourchette de pH comprise entre 5.8 

et 6 avec de la soude. C’est l’extrait brut de pepsine ovine.  

L’extrait enzymatique brut de pepsine ovine obtenu dans ces conditions optimales montre une 

activité coagulante de 5 à 7 IMCU/ ml pour une concentration en protéines qui varie de 20 à 

30 mg/ml correspondant à une activité spécifique de l’ordre de 0.2 IMCU/mg  

Concernant le rendement d’extraction, lg de caillette contient une activité coagulante de 7.5 à 

10.5 IMCU, ce qui revient à dire qu’une caillette ovine d'un poids de 100 à 120 g peut 
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produire entre 750-1260 unités de pepsine. En conséquence, pour produire 1 litre d'extrait 

enzymatique brut de force l/10.000 (qui correspond à la force de la présure commerciale), il 

faut préconiser environ 9 à 11 caillettes ovines. 

2. Discussion  

La méthode adoptée permet d'une part l'extraction de la pepsine et du pepsinogène et d'autre 

part l'activation de ce pepsinogène. Cette extraction est conditionnée par différents 

paramètres : le pH de la solution extractrice, la température et la durée de macération. 

L'utilisation d'une saumure favorise l’extraction du pepsinogène des parois stomacales en 

lysant les glandes sécrétrices et permet d’éviter les phénomènes de putréfaction des caillettes 

et la prolifération de micro-organismes grâce à l’action bactériostatique du NaCl. Cependant, 

cette méthode d’extraction nécessite la succession de plusieurs bains afin d’extraire au mieux 

les enzymes des caillettes. Contrairement, la macération en milieu acide permettait d’obtenir 

en une seule macération autant de pepsine que trois macérations consécutives effectuées dans 

l’eau ou la saumure. Par ailleurs, la température de macération influence le rendement 

d'extraction. En effet, lorsque la macération est réalisée entre 25 et 30°C, le jus de macération 

obtenu présente un caractère collant et glaireux qui est néfaste sur l’étape de filtration. Par 

contre, quand la macération est réalisée à 35 et 40°C, le caractère collant disparaît et une 

désintégration des broyat de caillettes est observée. Un volume important d'extrait brut est 

obtenu, aboutissant à un rendement d'extraction élevé. Toutefois, après 6 heures de 

macération à 40°C, l'activité coagulante de l’extrait enzymatique et le rendement d’extraction 

ont diminué suite au phénomène de dénaturation de l'enzyme. Ces résultats sont en accord 

avec l'ensemble des observations émises par Valles et Furet (1977).  

Le procédé de macération en milieu acide préconisé pour la préparation de la pepsine ovine 

présente plusieurs avantages qui méritent d'être cités : 
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- Aucun gaspillage de caillettes n’est observé. La solution acide de macération entraîne 

la désintégration totale de la matière première et l'épuisement des caillettes sans pour 

autant avoir recours à plusieurs bains d’extraction comme c'est le cas des macérations 

en solution d’eau salée ; 

- L’addition d'antiseptique et l’emploi d’agents de clarification n’est pas nécessaire. Le 

pH acide de la solution extractive permet d’éviter la prolifération des microorganismes 

pendant la durée d’extraction.  

- L’activation des pepsinogènes est instantanée à pH 2.  

Toutefois, le mode de préparation des caillettes est important vis-à-vis de la qualité de celle-

ci. Le temps séparant l’abattage de l’animal et la congélation de la caillette peut causer une 

dégradation accrue des matières protéiques (Granday, 2015).  

Par ailleurs, les conditions de nettoyage des caillettes au niveau des abattoirs sont un autre 

facteur qui semble, conditionner le contenu enzymatique des caillettes avant l'extraction. En 

effet, la préparation des caillettes doit être limitée à un lavage à l’eau courante sous une légère 

pression. Selon Mann (1963), il faut éviter l’utilisation de l’eau chaude et le nettoyage à l’aide 

d’une brosse, qui entraîne une dissolution rapide de la pepsine et une perte d’activité et de 

rendement d’extraction. 
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CHAPITRE II 
 

Purification de l’extrait de pepsine ovine et influence de trois 

facteurs sur l’activité coagulante  

 

Dans ce chapitre, nous avons procédé à la purification de l’extrait de pepsine ovine par un 

procédé classique (chromatographie d’échange ionique suivie d’une gel-filtration), puis à 

l’étude de l'influence des facteurs affectant la coagulation du lait par la pepsine purifiée à 

savoir : la température, le pH, et la teneur Ca
2+

du lait.  

1. Obtention de la pepsine ovine purifiée 

L’extrait enzymatique brut de pepsine ovine, obtenu dans les conditions optimisées (une 

concentration en protéines qui varie de 20 à 30 mg/ml, activité coagulante de 5 à 7 IMCU/ml 

et une activité spécifique de l’ordre de 0.2 IMCU/mg), dialysé et lyophilisé, est repris dans un 

minimum de tampon phosphate de sodium 0.2 M à pH 6 puis chromatographié à travers une 

colonne de DEAE-Cellulose suivi d’une filtration sur Sephadex G-100. 

1.1. Purification de la pepsine ovine  

Le profil d'élution obtenu après passage de l’extrait brut concentré de pepsine ovine à travers 

la DEAE cellulose est représenté dans la figure 10 (a). Trois pics sont à distinguer. Un 

premier pic est observé avant la mise en place du gradient de NaCl. Il représente la fraction de 

protéines non retenues par la colonne. Deux autres pics sont élués plus ou moins rapidement à 

l’aide du gradient de NaCl (0.3-0.5 M) dont la totalité des fractions actives se retrouvent dans 

le dernier pic. Les fractions douées d’activité correspondent à 7 fractions (fractions 38 à 44) 

éluées à 0.4 M NaCl. Ces différentes fractions actives, collectées séparément et testées pour 

leurs activités coagulantes, sont dialysées puis lyophilisées.  
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Figure 16. Purification de la pepsine ovine. (a) Représentation du profil d´élution de l’extrait 

coagulant brut obtenu après échangeuse d’ions de DEAE-Cellulose. (b) Représentation du 

profil d´élution de la pepsine ovine purifiée obtenu après une filtration sur gel. (c) Analyse par 

SDS-PAGE à 12% de la pureté de la pepsine ovine. DO280 (  ), concentration de NaCl (---) et 

activité coagulante (♦). 
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L’élution à travers le gel Sephadex G-100 indique une séparation qui n’est pas optimale. Le 

profil d’élution montre 2 pics bien séparés où les fractions actives se trouvent dissimulées 

entre les deux pics. Le chromatogramme correspondant est présenté à la figure 10 (b). 

Après ces deux étapes de purification, le degré de pureté est amélioré au détriment du 

rendement qui a diminué. L’enzyme a été purifiée environ 108 fois avec un rendement global 

d’environ 49% (Tab.V). La chromatographie échangeuse d’ions est celle qui a la meilleure 

efficacité en termes de purification. L’élution de l'enzyme à travers la colonne de DEAE-

cellulose a permet d'éliminer la majorité des protéines inertes. Cependant, une perte 

considérable d'activité est enregistrée. Inversement, la chromatographie d’exclusion a permet 

d’obtenir à la fois un facteur de purification élevé et une activité spécifique également élevée 

(31,2 IMCU/mg)  

Tableau V. Bilan de purification de la pepsine ovine 

 

Étapes de 

purification  

Protéines 

totales 

(mg) 

Activité 

coagulante 

totale (IMCU) 

Activité 

spécifique 

(IMCU/mg) 

Facteur de 

purification 

Rendement 

de 

purification 

Extrait 

enzymatique brut 942 273 0.29 1 100 

Étape 1 : 

chromatographie 

sur 

DEAE-cellulose  

8.3 164.5 19.8 68.3 60.2 

Étape 2 : 

chromatographie 

sur gel Sephadex 

G-100 

4.3 133.3 31.2 107.7 48.8 

 

1.2. Mise en évidence de l’homogénéité de l’enzyme par SDS PAGE 

L’analyse par SDS-PAGE des différentes fractions actives collectées et concentrées après 

chaque étape de purification, avait permet de contrôler la pureté de l’extrait enzymatique.  

D’après le profil de séparation par électrophorèse sur gel de la pepsine ovine, indiqué par la 

figure 10 (c), il apparait que l'échantillon final est purifié à homogénéité, sans aucun 
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contaminant visible sur SDS-PAGE. La pepsine ovine purifiée a une mobilité 

é1ectrophorétique très proche de celle de la chymosine. Sa masse moléculaire est estimée à 36 

kDa.  

Ce résultat suggère que les méthodes retenues pour l’isolement de la pepsine ovine ne mettent 

pas en évidence l’existence d’isoformes. En effet, de nombreux auteurs font référence à 

l’hétérogénéité de la pepsine. Ainsi, Martin (1984) avait déjà décrits cinq isoformes pour la 

pepsine bovine qui différent par leur degré de phosphorylation et leurs propriétés 

enzymatiques. Suzuki et al. (1999) ont mis en évidence 2 types de pepsinogènes nommés A 

et C dans l’estomac du caprin adulte. Ils présentent une grande similitude dans leur 

composition en acides aminés et se différencient uniquement par leur rapport en Glx/Asx et 

Leu/Ile. Leurs valeurs sont nettement plus élevées pour le pepsinogène C par rapport au 

pepsinogène A. En contrepartie, trois variants génétiques ont été rapportés pour la chymosine. 

Les variants A et B, qui différent par un résidu d’acide aminé (Gly/Asp) en position 244 de la 

chaîne peptidique, sont observés avec une fréquence de 39% et de 53% respectivement, et le 

variant C, beaucoup plus rare (fréquence de 8%), a été récemment caractérisé. Le poids 

moléculaire des trois variants génétiques purifiées de la chymosine se sont avérés identiques 

(Donnelly et al. 1986 ; Rampilli et al., 2005). 

2. Facteurs affectant l’activité coagulante de la pepsine ovine   

Différent paramètres, en l’occurrence, la température, le pH et la concentration en calcium du 

lait affectent l’activité coagulante de la chymosine. Dans cette partie de l’étude, nous avons 

comparé l’influence de ces paramètres sur l’activité coagulante de la pepsine ovine et celle de 

la chymosine.  
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2.1. Effet de la température  

Les deux protéases montrent une similitude de comportement vis-à-vis des variations de la 

température avec un maximum d’activité coagulante à 44° C (Fig. 17a). Au-delà de de cette 

température, les deux protéases perdent progressivement leur activité par le phénomène de 

dénaturation thermique. L'inactivation des deux enzymes est observée à partir de 52° C. 

Cependant, pour des températures comprises entre 32° C et 40° C, la pepsine ovine est 

relativement moins sensible que la chymosine.  

2.2. Effet du pH 

L’analyse de la courbe pH (Fig.17 b) indique que la pepsine ovine montre une plus grande 

sensibilité aux variations de pH que la chymosine, avec une baisse notable dès le pH 5.9. À 

des valeurs de pH comprises entre 5.7 et 6.5, l’activité coagulante de la pepsine ovine décroît 

rapidement que celle de la chymosine. Au-delà du pH 6,5, on observe une forte baisse de 

l’activité des deux enzymes. À pH 6.6, la pepsine commence à être inhibée alors que l’activité 

de la chymosine se maintient faiblement.  

2.3. Effet de la teneur en calcium  

Les résultats relatifs à l’effet du CaCl2 illustrés sur la figure 17 c, indiquent que les deux 

protéases ont pratiquement la même sensibilité aux variations de la teneur en calcium du lait. 

Cependant, pour une même concentration en CaCl2 l’activité de la pepsine est relativement 

inferieur à celle de la chymosine.  
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Figure 17. Effet de la température d’emprésugre (a), du pH (b) et la concentration en CaCl2 

(c) sur l’activité coagulante de la pepsine ovine (♦) et de la chymosine (   ).  
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2.4. Comparaison de l’activité coagulante de deux protéases  

L’étude de la sensibilité de la pepsine ovine aux différents paramètres de coagulation a révélé 

que cette enzyme s'apparente à la chymosine. La différence de comportement paraît faible 

voire même insignifiante en ce qui concerne les variations de la température de coagulation et 

de la teneur en calcium du lait. En revanche, elle se distingue de la chymosine par sa 

sensibilité marquée en ce qui concerne les variations du pH.  

Les résultats obtenus sont similaires à ceux rapportés dans la littérature. Notons par ailleurs 

que les expériences relatives à l’emploi de la pepsine (bovine et porcine) seule en fromagerie, 

ont été réalisées depuis longtemps. Ces travaux ont relevé que l’usage de la pepsine seule 

dans les fabrications fromagères est limité par l’impact du pH. En effet, alors que le pH 

optimal d’hydrolyse de la caséine κ est voisin de 5.5, la pepsine n’est réellement active qu’en 

dessous de ce pH enregistrant une activité optimale à pH 2-3 qui est nettement inférieur à 

celui de la chymosine. En conséquence, l’abaissement du pH d’emprésurage est en faveur de 

l’activité de la pepsine que celle de la chymosine (Mietton, 2015).  

Par ailleurs, bien que la température optimale d’action de la pepsine ovine soit analogue à 

celle de la chymosine, une dépendance non linéaire à la température a été mise en évidence 

entre 32 et 40°C pour la pepsine ovine. Il est bien admit que la température d’emprésurage 

influence fortement la coagulation en agissant à la fois sur l’activité de la protéase et sur 

l’énergie d’interaction entre les protéines. Cependant, L’effet de la température 

d’emprésurage est beaucoup plus marqué sur la vitesse d’agrégation, qui se traduit par une 

diminution du temps d’agrégation, une augmentation de la vitesse d’organisation des gels et 

une réduction de la fermeté maximale.  

L’apport de calcium est largement utilisé en fromagerie pour corriger le comportement à la 

coagulation des laits réfrigérés, traités à haute température, voire les laits recombinés. Lors de 
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l’apport (jusqu’à 0.5 g/l) environ 50% du calcium est dirigé vers les micelles de caséines dont 

l’hydratation et le potentiel de surface diminuent. Il s’ensuit une réduction du temps de prise 

et une augmentation de la vitesse de gélification. Toutefois, un apport excessive conduit à une 

organisation trop rapide du gel et à un manque d’égouttage qui aboutit à un caillé plus humide 

(Croguennec et al., 2008). 

Enfin, pour que la coagulation enzymatique du lait soit reproductible, il est nécessaire de 

considérer simultanément la teneur en calcium, la température et le pH. L’étude séparée de 

ces paramètres, bien qu’elle ait montré les spécificités d’action de la pepsine ovine par rapport 

à la chymosine, n’a qu'une importance relative (Castillo et al., 2000). 
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CHAPITRE III 
 

Propriétés rhéologiques des coagulums obtenus sous l’action de la 

pepsine ovine 

Dans ce chapitre, l’objectif est d’évaluer les propriétés coagulantes de la pepsine ovine en 

considérant : l’évolution rhéologique des gels issus de la coagulation du lait de vache, de 

chèvre et de brebis ; l’incidence de l’emploi de la pepsine ovine sur les rendements fromagers 

de laboratoire et l’action spécifique qu’exerce la pepsine ovine sur la caséine (bovine, ovine et 

caprine) entière et ses fractions α, β et κ.  

1. Caractérisation des laits de vache, de brebis et de chèvre 

La composition de chaque type de lait utilisé dans cet essai a été déterminée. Les résultats 

obtenus, indiqués dans le Tableau VI, permettent de constater que le lait de brebis est 

significativement plus riche en matière utile, il contient plus de caséines et de minéraux que 

les laits de vache et de chèvre (p << 0.05).  Le taux de protéine (TP), caractérisé par une 

teneur en caséine de 45 g/l, est environ deux fois plus élevé que celui des laits de vache et de 

chèvre (p = 0,00012). 

Ces résultats sont, globalement, conformes aux données bibliographiques en l’occurrence à 

ceux de Bocquier et Caja. (2001). Ils permettent, par ailleurs, de faire les observations 

suivantes. La teneur en matière grasse (TB) enregistrée (≈ 64 g.L
-1

) pour le lait de brebis est à 

la limite inférieure de l’intervalle de variation. La littérature indique que le TB du lait de 

brebis varie entre 63 et 77 g/l (Vanbergue et al., 2013), et que cette variabilité est liée à 

l’effet de la race. Selon Ramet (2011), les brebis de race Lacaune présentent en moyenne une 

production laitière supérieure, et ont un TB et un TP plus élevés (67,3-71,0) que ceux des 

brebis de race Manech tête rousse (64,1- 66,4). Mais il faut noter que ces valeurs sont 
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rapportées pour toute la durée de la lactation d’une année, alors que nos résultats constituent 

la moyenne des données obtenues au cours des trois mois de suivi. Le TB du lait de brebis 

varie fortement (de 55 à 90 g/l) entre le début et la fin de lactation (Bocquier et al, 1987 ; 

Bocquier et al., 1993). 

Tableau VI. Composition moyenne des laits de vache, de brebis et de chèvre (en g/l) 

Caractéristiques 

physico-chimiques  

Lait de vache  Lait de brebis  Lait de chèvre 

Moyenne SD  Moyenne SD  Moyenne SD 

Matière sèche 129.79 0,93  168.40 3.18  130.29 1.99 

Protéines 33.18 0.29  55.63 7.04  29.63 0.67 

Caséines 27.80 0.29  44.76 5.54  23.28 0.65 

Protéines solubles 5.84 0.37  10.64 1.70  7.01 0.33 

Calcium total 1.11 0.00  1.96 0.02  1.28 0.01 

Calcium colloïdal 0.99 0.01  1.15 0.02  0.67 0.01 

Phosphore total 1.00 0.01  1.14 0.03  0.93 0.03 

Phosphore colloïdal 0.84 0.03  0.61 0.02  0.47 0.02 

Matière grasse 39.20 2.50  63.90 3.10  37.10 6.80 

pH 6.70 0.10  6.70 0.00  6.70 0.10 

 

Par ailleurs, les taux protéique et butyreux du lait de brebis suivent une évolution similaire au 

cours de la période étudiée (3 mois), se traduisant par un accroissement du taux de matière 

utile du lait. Cette évolution (proche d’une évolution linéaire : r = 0,989) est 

statistiquement très significative (p<0,001). Rondia et al. (2003), dans leur revue 

bibliographique soulignent que la quantité de lait de brebis produite journellement diminue 

avec l’avancement de la saison de production. Parallèlement, les taux protéique et butyreux 

augmentent sensiblement pour atteindre respectivement plus de 7 et 9 % en fin de saison. Le 

lait devient de plus en plus riche au cours de la lactation des animaux. Cependant, le 

phénomène de concentration ne serait pas, selon Bocquier et Caja (2001), la seule cause 

d’augmentation du taux butyreux en début de lactation. L’accroissement de la teneur en 
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acides gras libres du sang, consécutive à la mobilisation des réserves corporelles, expliquent 

en partie la forte augmentation observée.  

La composition globale des laits de vache et de chèvre est assez voisine en ce qui concerne la 

matière sèche (p=0.22) mais une différence relativement significative est observée pour la 

teneur en protéines (p<0.001). Parallèlement, la teneur en caséines des deux laits diffère 

notablement (p<0.001). Alors que la fraction de caséine du lait de vache est de 27.8 g/l, celle 

du lait de chèvre n’est que de 23.3 g/l. C’est à cette différence relative en caséines qu’est 

attribuée la friabilité du caillé produit par le lait de chèvre lors de sa transformation en 

fromage (Jenness, 1980). En examinant les concentrations en protéines solubles, il apparait 

que le lait de chèvre est plus riche que le lait de vache et ce, de façon très hautement 

significative (7,0±0,3 contre 5,8±0,4 ; p<0.001). 

Pour ce qui est de la matière grasse, l’analyse statistique des résultats, n’a pas montré de 

différence significative (p = 0,18) entre la teneur de lait de vache et celle de lait de chèvre. 

Les teneurs enregistrées (39,2±2,5 et 37,1±6,8 g/l respectivement), sont comparables à celles 

citées par différents travaux. Ainsi, Leroux et al. (2013) soulignent que les laits de vache et 

de chèvre contiennent respectivement une moyenne de 38 et 35 g/l
 
de MG. Mayers et 

Fiechter (2012) rapportent un taux de 36.7 g/l de MG pour le lait de chèvre. Cependant, en 

considérant le travail de Morgan et al. (2003), il apparait une très grande disparité de 

composition des laits de chèvre suivant leur origine géographique. En effet, la teneur en MG 

du lait de chèvre provenant de la Grèce est nettement plus élevée que celle du lait collecté en 

France : 51.4 g/kg contre 36.5 g/kg. Tandis que le lait de chèvre collecté au Portugal présente 

une teneur intermédiaire avec 42.7 g/kg.  

Au cours de la période d’essai (3 mois), une baisse du taux de matière utile des laits de vache 

et de chèvre a été constatée avec une amplitude de variation plus importante pour la matière 

grasse que pour les protéines (-2,5% de TP et -15.9% de TB pour le lait de vache contre -6,1% 
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de TP et -37.5% de TB pour le lait de chèvre). Ces variations notées en début de lactation sont 

statistiquement importantes même pour le lait de brebis, bien que l’amplitude de variation du 

taux protéique observée pour ce lait soit plus importante que celle du taux butyreux (+41.6% 

de TP, +15.3% de TB).  

Divers travaux (Agabriel et al., 1990 ; Coulon et al.,1991 ; et plus récemment Legarto et al., 

(2014) ont montré qu’au cours de la lactation, les teneurs en protéines et en matière grasse des 

laits de vache et de chèvre évoluent de façon inverse à la quantité de lait produite. Des taux 

maximaux sont signalés en début de lactation, qui progressivement diminuent pour atteindre 

des minimaux autour du 2-3
ème

 mois. Une hausse de ce taux est ensuite observée jusqu’à la fin 

de la lactation. Cette baisse du taux de matière utile est expliquée principalement par un effet 

de dilution par rapport à la production de lait qui évolue inversement. 

La teneur en minéraux du lait de chèvre est plus élevée que celle du lait de vache. Elle est 

d’environ 8 g/l pour le lait caprin contre 6 g/l pour le lait bovin. La différence entre les teneurs 

en calcium et en phosphore totaux des deux laits est hautement significative, (p<0.001) avec 

un rapport Ca/P légèrement inférieur pour le lait de vache (1,11 contre 1,34). Ces résultats 

sont en accord avec ceux observés par Mahieu et al, (1977) et Mayers et Fiechter (2012). 

Par contre, nous observons que la teneur en calcium et en phosphore colloïdaux sont plus 

faibles dans le lait de chèvre que dans le lait de vache (p<0,001). Ces résultats ne concordent 

pas avec ceux de Remeuf et al, (1989) qui relèvent une minéralisation plus importante pour 

les micelles caprines. Selon (Croguennec et al., 2008), la charge minérale est corrélée 

positivement à la teneur en protéines. Cette corrélation est due essentiellement au calcium qui 

est, pour une part importante, associé aux caséines.  
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2. Comportement rhéologique des laits emprésurés par l’extrait de la 

pepsine ovine  

La cinétique de gélification a été suivie au cours du temps par un Gélograph et les 

caractéristiques des gels formés ont été déterminées. Un profil rhéologique-type est représenté 

pour le lait de vache, de brebis et de chèvre (Fig.18). Ce profil est établi à partir des moyennes 

des résultats des 9 essais pour chaque lait.  

2.1. Cinétique de coagulation  

Malgré les caractéristiques biochimiques comparables de la pepsine ovine et de la chymosine 

(résultats chapitre 1), une différence de comportement des trois laits est observée lors du suivi 

de la cinétique de coagulation enzymatique.  

Pour le lait de vache (Fig. 18A), les tracés de la cinétique de coagulation obtenus avec les 

deux enzymes se superposent parfaitement en début de coagulation, et les coagulums se 

raffermissent de la même manière, mais par la suite le caillé de pepsine ovine évolue moins 

rapidement, et aboutit à un gel moins ferme que le caillé-chymosine. Un comportement  

semblable a été décrit avec le lait de vache reconstitué (Slamani et al., 2018), mais avec un 

développement plus élevé de la fermeté que celui du lait de vache frais. 

Le suivi de la cinétique de coagulation du lait de brebis (Fig. 18B) avec les deux enzymes 

montre un comportement particulier. Les gels formés par chaque enzyme évoluent 

différemment mais le degré de fermeté final est le même pour les deux enzymes.   

Quant au lait de chèvre (Fig. 18C), le raffermissement des deux gels prend une allure 

identique, mais avec un léger décalage entre les deux courbes qui sont approximativement 

parallèles. Le gel obtenu sous l’action de la pepsine ovine est moins ferme que le gel-

chymosine  
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18. Courbes d’évolution de la fermeté des gels de lait de vache (A), de brebis (B) et de chèvre 

(C) obtenues sous l’action de la pepsine ovine (■) et de la chymosine (∆).   (Tracés de 

Gelograph à T = 32°C, pH 6.5 pendant 60 min) 
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2.2. Caractéristiques rhéologiques des gels  

L’analyse des paramètres rhéologiques (Tab.VII) relevés sur les courbes de suivi de la 

cinétique de coagulation des laits de vache, de chèvre et de brebis a révélé une différence de 

comportement des laits selon l’enzyme employée. Des différences significatives entre les 

caractéristiques des gels obtenus à partir des trois types de lait ont été enregistrées.  

Tableau VII. Principaux paramètres de coagulation 

  

Paramètres de 

coagulation 

Agent 

coagulant 

Lait de vache   Lait de brebis  Lait de chèvre 

Moyenne SD  Moyenne SD  Moyenne SD 

Temps de 

coagulation (s) 

Pepsine 735.6 31.3 
 

588.9 17.6 
 

646.7 26.5 

Chymosine 717.8 0.41 
 

555.6 19.4 
 

633.3 26.5 

Vitesse de 

raffermissement 

(GU/s) 

Pepsine 0.37 0.04 
 

0.83 0.03 
 

0.30 0.03 

Chymosine 0.41 0.03 
 

0.88 0.03 
 

0.33 0.04 

Fermeté 

maximale (GU) 

Pepsine 566.7 26.0 
 

1000 0 
 

397.8 18.6 

Chymosine 608.9 17.6 
 

1000 0 
 

433.3 32.8 

 

Le temps de coagulation de la pepsine ovine sur les trois types de lait est significativement 

plus long que celui de la chymosine. Sur le lait de vache, un écart de temps de 17.8±12.0 s est 

constaté entre la pepsine et la chymosine. Il est de 33.3±10.0 s et 13.3±10.0 s sur le lait de 

brebis et de chèvre respectivement. Cependant, il y a lieu de noter que le lait de brebis coagule 

plus vite que le lait de chèvre et de vache. Le lait caprin enregistre un temps de coagulation 

intermédiaire entre celui obtenu avec le lait ovin et bovin. 

Parallèlement, l’utilisation de la pepsine ovine a induit une diminution de la vitesse de 

raffermissement du gel qui est passé de 0,41 ± 0,03 à 0,37 ± 0,04 (GU.s
-1

) pour le lait de 

vache, de 0,88 ± 0,03 à 0,83 ± 0,03 (GU.s
-1

) pour le lait de brebis et de 0,33 ± 0,04 à 0,30 ± 

0,03 (GU.s
-1

) pour le lait de chèvre. Ce ralentissement de la vitesse de gélification s’est 

répercuté négativement sur la fermeté des gels. Ainsi, la fermeté maximale (Amax) des gels-
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chymosine est significativement plus élevée (p<0.001) que celle observée avec les gels-

pepsine. Amax est passé de 566,7±26.0 GU et 397,8±18,6 pour les gels-pepsine obtenus 

respectivement avec le de vache et de chèvre, à 608,9±17,6 GU et 433,3±32,8 GU pour les 

gels-chymosine. 

Par ailleurs, la vitesse de raffermissement des laits de brebis emprésurés par la chymosine est 

élevée, ce qui se traduit par la suite par un degré de fermeté supérieur, de l'ordre de 1000 GU. 

Par comparaison au caillé-pepsine ovine, son raffermissement est moins rapide mais aboutit à 

une fermeté de même ordre. Comparativement aux laits bovin ou caprin, le lait de brebis 

s’organise vite et le gel devient ferme rapidement, ce qui est en accord avec les résultats de 

Storry et al. (1983). 

Pour le lait de chèvre, le gel-pepsine ovine se raffermit moins vite que celui de la chymosine 

(p = 0,0002). En conséquence, le premier parait plus mou que le caillé obtenu avec la 

chymosine.  

Pour le lait de vache, un léger ralentissement du raffermissement du caillé-pepsine est observé 

à la 18
ème

 min réduisant ainsi la fermeté maximale du caillé d’environ -7%.  Cette différence 

est toutefois statistiquement très hautement significative (p<<0.001). 

Globalement, et comparativement au lait de brebis, le coagulum-caprin est le plus mou, tandis 

que le gel-bovin a un caractère intermédiaire (semi-ferme). Le gel de lait de brebis est un gel 

ferme ne coulant pas sous son propre poids, il résiste quand on retourne le tube dans lequel il 

a été formé. Le gel caprin est un gel mou qui s’écoule sous son propre poids quand le tube qui 

le contient est retourné.  

Des corrélations très significatives ont été mises en évidence d’une part entre la vitesse de 

raffermissement (GFR) des gels et la fermeté maximale (Amax), et d’autres parts entre les 

temps de coagulation (CT) et la vitesse de raffermissement. Ces corrélations évoluent dans le 

même sens lorsqu'on compare les trois laits emprésurés avec la pepsine ovine ou avec la 
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chymosine. Ainsi avec les gels-pepsine ovine, des corrélations positives entre GFR et Amax 

sont enregistrées pour le lait vache (r=0,889 ; p=0,001), le lait de chèvre (r=0,971 ; p<0,001) 

et le lait de brebis. Cette corrélation entre GFR et Amax est plus forte pour la chèvre. Par 

contre, des corrélations négatives sont notées entre CT et GFR pour le lait de vache (r= –

0,829 ; p=0,006), pour le lait de chèvre (r = -0.962 ; p<0,001) et pour le lait de brebis. Selon 

Remeuf et al. (1989) un gel qui se raffermit rapidement a tendance à atteindre une fermeté 

maximale plus élevée qu'un gel se raffermissant lentement. Le lait correspondant aura aussi 

tendance à coaguler en un temps plus court. 

2.3. Etude des relations entre les caractères physico-chimiques des laits et leur 

comportement sous l’action de la pepsine ovine en comparaison avec la chymosine 

L’analyse des variables technologiques (Tc, GFR, Amax) par ANOVA a montré que les 

coagulums obtenus avec la pepsine ovine se distinguent par des propriétés rhéologiques 

significativement différentes des coagulum-chymosine. Le traitement des résultats par 

régression linéaire (partielle) n’a, cependant pas, permis d’expliquer cette différence de 

comportement des deux enzymes dans chaque lait. Pratiquement aucune variable 

physicochimique ne ressort comme ayant un effet significatif marqué sur les paramètres de 

coagulation par rapport aux autres variables utilisées. En conséquence, ceci nous a conduits à 

étudier l’activité protéolytique des deux enzymes afin de comparer leur effet respectif sur les 

caséines.  

3. Impact de la substitution de la chymosine par la pepsine sur le 

rendement fromager de laboratoire 

L’activité protéolytique des coagulants a une incidence importante sur le rendement fromager. 

Ce dernier est évalué par un test de laboratoire. 
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Les résultats relatifs aux rendements fromagers de laboratoire en frais et en sec sont présentés 

au tableau VIII. 

 Tableau VIII. Valeurs moyennes des rendements en frais et en sec  

Rendement 

fromager 

(%) 

Agent 

Coagulant 

Lait de vache   Lait de brebis  Lait de chèvre 

Moyenne SD  Moyenne SD  Moyenne SD 

En frais 
Pepsin 44.8 5.1  54.1 12.6  20.5 2.6 

Chymosin 49.3 4.3  55.5 12.3  21.9 3.5 

En sec Pepsin 69.7 5.0  81.4 4.0  40.4 1.7 

Chymosin 71.4 5.0  83.5 3.0  43.7 2.1 

 

D'après ces données, les rendements fromagers obtenus avec la chymosine sont très 

significativement meilleurs que ceux obtenus avec la pepsine ovine (p<0.001). La 

comparaison des rendements obtenus sur les trois laits avec la pepsine ovine et la chymosine 

montrent, que la pepsine ovine dégrade les rendements en frais et en matière sèche de -9.2% 

et - 2.67% avec le lait de vache, - 2.62% et – 2.56% avec le lait de brebis et de -7.02% et 

8.15% avec le lait de chèvre.  

L’analyse des corrélations entre les paramètres physico-chimiques et les rendements 

fromagers mettent en évidence l’existence de relations étroites entre les paramètres étudiés. 

Ainsi, le rendement en frais (FCY) et le rendement en matière sèche (DCY) sont fortement 

corrélés avec la matière sèche utile (r > 0,9). En conséquence, L’écart des valeurs de 

rendement trouvées ente les trois laits est due à la variation de la composition chimique du 

lait. En effet, la teneur moyenne en matière utile du lait de brebis, nettement plus élevée que 

celle du lait de vache, explique la supériorité des rendements fromagers observés 

comparativement à ceux obtenus avec le lait de vache. Le lait de chèvre est nettement moins 

fromager, puisque la proportion de matières azotées coagulables est plus faible.  

Par ailleurs, et d’après Arlene et al. (2014) le pouvoir coagulant de l’enzyme est corrélé 

positivement au rendement.  Pour un même lait, plus le pouvoir coagulant de l’enzyme est 
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élevé, plus le rendement est élevé. De même, pour la texture, moins l’enzyme est 

protéolytique, plus la texture du fromage est ferme. 

Cependant, il y a lieu de signaler que les valeurs de rendement obtenues dans cette étude sont 

supérieures à ceux observés par Hurtaud et al. (1995) pour le lait de vache et par Rondia et 

al. (2003) pour le lait de brebis. Cette différence est liée probablement au manque de 

perméabilité des gels. La centrifugation (1350 t/mn pendant 15 min) ne permettait pas une 

évacuation aussi complète du lactosérum que l’égouttage naturel par gravité lors d’une 

fabrication fromagère simulée. 

 

4. La protéolyse des caséines par la pepsine ovine et la chymosine 
 

Outre l’hydrolyse de la caséine κ, l’action de la chymosine s’exerce également sur les 

caséines αs et β. L’objectif de cet essai est de comparer l’action qualitative de la pepsine ovine 

sur la caséine et de ses composants αs, β et κ d’origine bovine, ovine et caprine  

4.1. Comportement des caséines αs, β et ĸ bovines à la protéolyse pepsique  

L’examen des profils électrophorétiques des hydrolysats de la protéolyse pepsique des 

caséines αs, β et κ bovines (Fig. 19) obtenus après 16 heures d’hydrolyse à 32 ºC et à pH 6.5 

permet de constater que l’hydrolyse des caséines αs et β par la pepsine ovine est différente de 

celle obtenue par la chymosine. Par contre, l’effet de l’enzyme coagulante (pepsine ou 

chymosine), sur la caséine κ est constaté instantanément dès le début de l’hydrolyse et qui 

s’accompagne de l’apparition de produits finaux (paracaséine).  L’hydrolyse de la caséine αs 

par la pepsine ovine se traduit par l’apparition d’une bande protéique bien distincte alors 

qu’avec la chymosine, une fraction de la caséine demeure intacte après une 16 h d’action. 

Ceci indique que l’action de la pepsine sur la caséine αs est assez poussée. Par ailleurs, la 

caséine β apparait plus résistante à l’action de la pepsine ovine. En effet, une grande fraction 

de cette caséine demeure intacte après 16 h d’action. Dans les mêmes conditions d’hydrolyse, 
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la αs-caséine est dégradée par la pepsine avec une intensité plus accentuée à celle de la 

chymosine et ce contrairement à l’hydrolyse de la β-caséine. Ce résultat montre que les deux 

enzymes possèdent une aptitude différenciée à la protéolyse des fractions de caséine. Ce 

résultat n’est pas en bonne adéquation avec les conclusions de Munõz et al., (2004) qui 

avaient rapporté que la pepsine bovine attaquait αs et β-caséine d'une manière similaire. Ces 

différences constatées dans le caractère de la protéolyse de αs et β -caséine indiquent que ces 

enzymes révèlent une spécificité apparente de leur façon de décomposer αs et β-caséine. 

L’intensité et la spécificité de la protéolyse de chaque enzyme impacte les propriétés 

fonctionnelles des fromages (fermeté et texture). De nombreuses études ont établi des 

corrélations entre la fermeté de nombreux fromages et l’intensité de la protéolyse de la 

caséine αs1 par l’agent coagulant. Par ailleurs, l’amertume des fromages est attribuée 

généralement à l’accumulation de peptides amers provenant de la dégradation de la caséine β 

(Delacroix-Buchet et Marie, 1994). 

Finalement, l’étude de la dégradation des caséines par la pepsine donne l’ordre préférentiel de 

dégradation suivant : κ-caséine > -αs > -β. ces résultats étant en adéquation avec une étude 

antérieure de Irigoyen et al. (2000) avec la présure d’agneau. Cet ordre évolue différemment 

avec la chymosine dans le sens : κ-caséine > -β > -αs.  

 

Figure 19. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide (à 15%) des produits de la réaction de 

protéolyse des caséines αS (A). β (B) et κ (C) par la pepsine (2) et par la chymosine (3).  
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Des études sur la spécificité d’action de la chymosine à pH 6.5 et à pH 5.2, ont montré que 

douze liaisons de la caséine αs1 sont sensibles à l’action de la chymosine à pH 5.2 dont sept 

seulement demeurent à pH 6.5. La vitesse d’hydrolyse de ces liaisons est différente dans les 

deux conditions, mais Phe23-Phe24 et Trp164-Tyr165 sont respectivement la première et la 

seconde liaisons clivées quelles que soient les conditions de pH. Par ailleurs, à des pH 

relativement acides 16 liaisons sont coupées par la chymosine (pH 3.5) dans la caséine β et 15 

par la pepsine A (pH 3) dont 8 liaisons communes. (Guillou et al. 1991 ; McSweeney et al. 

1993 ; Martin. 2015). 

4.2.  Comparaison de la protéolyse des caséines bovine, ovine et caprine  

Le profil électrophorétique de la caséine ovine ainsi que celui de la caséine caprine (Fig. 20) 

présentent 3 bandes protéiques successives qui correspondent aux caséines αs, β et κ. Leurs 

poids moléculaires sont compris entre 19 et 25kDa.  

L’examen des profils des hydrolysats obtenus avec la caséine ovine et caprine indiquent 

l’apparition de fragments de grande taille en début de l’hydrolyse (2 h) dont le poids 

moléculaire est proche des composants de la caséine initiale. Jusqu’à 6 h d’hydrolyse, le profil 

reste inchangé, ce qui suggère une vitesse d’hydrolyse constante entre 2h et 6h. Après 24 h 

d'hydrolyse, les caséines ovine et caprine sont complètement hydrolysées en peptides de 

faible taille. Toutefois, la dégradation de la caséine ovine sous l’action de la pepsine ovine se 

traduit en 5 bandes électrophorétiques dans les deux heures qui suivent le début de 

l’hydrolyse. Avec la chymosine, les produits d’hydrolyse se traduisent en 4 bandes protéiques. 

Cette différence relative au taux d’hydrolyse explique le résultat de l’analyse rhéologique 

mettant en évidence un caractère moins rigide du caillé-pepsine avec le lait de brebis.   
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Figure 20. Profils électrophorétiques sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE à 15%) des 

produits de la réaction de l’action de protéolyse des caséines entières : (A) bovine, (B) ovine 

et caprine (C), par la pepsine ovine et par la chymosine.  
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La dégradation progressive de la caséine caprine, sous l’action de la pepsine et de la 

chymosine est identique. Ainsi, l’action de la pepsine et de la chymosine sur la caséine 

caprine libère de manière similaire 4 fractions peptidiques se traduisant sous forme de 4 

bandes intermédiaires qui se dégradent à leur tour pour donner des produits finaux de très 

faibles poids moléculaire au bout de 24h. Contrairement à l’observation faite pour les caséines 

ovine et caprine, la dégradation de la caséine bovine par la chymosine et la pepsine ovine est 

lente, se traduisant par des taux d’hydrolyse moindre et des quantités de peptides 

intermédiaires faibles. 

Après 24 h d’hydrolyse, les peptides intermédiaires ne sont pas dégradés. En outre, la 

protéolyse est relativement lente avec la pepsine. Ainsi, il apparait que la sensibilité de la 

caséine bovine vis-à-vis de la pepsine est moindre par rapport à celle de la chymosine. 

Cependant, les bandes électrophorétiques focalisées dans la zone de migration de la caséine 

initiale, rend l’interprétation du ce profil électrophorétique particulièrement difficile. Ce 

comportement particulier de la caséine bovine à la protéolyse par, à la fois, la chymosine et la 

pepsine ovine est probablement lié à l’effet pH. En effet, le suivi de la cinétique d’hydrolyse 

pepsique de la caséine bovine, à pH 2.5 et à la température de 37°C avait montré que cette 

protéine est complètement hydrolysée en peptides de masses inférieures à 10 kDa à partir de 2 

h d'hydrolyse. En outre. Il a été montré que la nature des peptides produits à pH 4.5 diffère de 

ceux observés à pH 2, pH optimal d'action de la pepsine (Inglingstad et al., 2010).  

Les profils de dégradation des caséines, visualisés par SDS-PAGE a montré que l’ordre 

d’hydrolyse des micelles de caséines variait selon l’enzyme. Avec la pepsine ovine, la 

protéolyse suit l’ordre : caséine ovine ˃ caséine caprine > caséine bovine. En revanche, 

l’ordre d’hydrolyse observé avec la chymosine est : caséine ovine = caséine caprine > caséine 

bovine. 
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5. Discussion générale 

Le suivi du processus de coagulation du lait par Gelograph a permis de caractériser la phase 

enzymatique à travers la détermination du temps de coagulation, et la phase physicochimique 

à travers la détermination de la vitesse de raffermissement du gel. Par ailleurs, la fermeté 

maximale des gels permet d’expliquer les différences de rendements fromagers obtenus. 

La phase enzymatique correspond à l’hydrolyse spécifique de la liaison peptidique Phe105-

Met106 de la caséine κ située à la périphérie des micelles de caséine. L’efficacité de cette 

réaction spécifique dépend de l’affinité de l’enzyme pour la caséine κ. Elle met en jeu des 

interactions secondaires avec des résidus relativement éloignés de la liaison clivée qui 

induisent des changements conformationnels impactant le site actif de la coagulase (Martin. 

2015).  

Dans notre étude, l’écart du temps de coagulation en faveur de la chymosine est synonyme du 

manque d’efficacité de la pepsine ovine vis-à-vis de la caséine κ. Selon Martin (1984b), 

l’action de la pepsine bovine sur la caséine κ est très influencée par le degré de 

phosphorylation de la molécule de pepsine. La pepsine bovine est composée d’au moins cinq 

fractions actives se distinguant par leur teneur en groupements phosphates (0 à 3 par 

molécules) et vraisemblablement par leur localisation sur la chaine peptidique (Martin et 

Coree. 1984 ; Rampilli et al. 2005). La déphosphorylation de la molécule enzymatique a 

permis d'accroitre son activité coagulante spécifique vis-à-vis de la caséine κ et le 

déplacement de son optimum d’action vers des pH moins acides, sans pour autant qu'un 

quelconque effet puisse être décelé sur le lait. L’effet de la phosphorylation de la pepsine A 

sur son activité protéolytique vis-à-vis de la caséine κ trouve son origine dans l’existence de 

répulsions électrostatiques entre les charges négatives présentes respectivement sur la partie 

C-terminal de la caséine κ et au voisinage du site actif de la pepsine (Martin, 2015). A cet 

égard, il a été signalé que la pepsine ovine présente des résidus phosphate sur sa molécule 
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(Fox et al.. 1977), il est probable qu’il existe une relation entre les caractéristiques 

structurales de la pepsine ovine et son action sur la caséine κ la distinguant ainsi de la 

chymosine.  

Quant aux propriétés de raffermissement liées à l’emploi de la pepsine ovine, il apparait que 

la sensibilité de la pepsine aux différents paramètres de coagulation, en particulier le pH du 

lait, est déterminante. L’étude rhéologique a, en effet, montré que l’organisation des gels-

pepsine se faisait plus lentement et que la texture de ces gels est nettement moins ferme que 

les gels chymosine sur les trois types de lait à pH identique. Par ailleurs, l’impact de la 

pepsine sur l’organisation du coagulum a été établi par Kenti et Van Paridon (2001), qui ont 

constaté que la vitesse de raffermissement des gels (à durée de prise identique) est d’autant 

plus lente que la teneur en pepsine dans les préparations coagulantes est importante.  

D’autre part, la phase physicochimique de la coagulation, consécutive à la scission de la partie 

hydrophile de la caséine κ est fortement conditionnée par la présence du calcium. Au cours de 

l’agrégation, l’échange du calcium entre la phase aqueuse et colloïdale induit une profonde 

réorganisation des micelles de caséines et la formation du gel dont la fermeté évolue au cours 

du temps.  

Toutefois et dans l'échelle d'observation des techniques employées (Rhéologie), la différence 

constatée dans l’organisation du gel pepsine par rapport au gel chymosine avec les trois types 

de lait est difficile à interpréter sans le recourt à l’étude de la structure des gels par 

microscopie. Par conséquent, nous ne pouvons qu’émettre l’hypothèse selon laquelle les 

agrégats de micelles obtenus de l’hydrolyse des caséines par la pepsine ovine pendant la 

période initiale précédant l’agrégation, sont différents de ceux obtenus avec la chymosine. 

Ces agrégats pourraient soit interférer dans le processus de formation du réseau, d’où résultent 

des gels moins ferme, ou bien affecter le comportement auto-associatif de ces agrégats 
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colloïdaux en induisant une réorganisation du gel-pepsine différente de celle du gel-

chymosine. 

Dans cette optique, des études ont montré que les composés protéiques solubles présents dans 

le sérum pouvaient jouer un rôle important au niveau des propriétés rhéologiques et de la 

microstructure des gels présure (Kethireddipalli et al., 2010). En effet, la présence de 

caséines solubles (caséinate de sodium) a montré un effet inhibiteur sur la phase secondaire de 

la coagulation par la présure. Ces travaux ont démontré que cette inhibition est due à 

l’adsorption des molécules de caséine sur les micelles emprésurées et ce contrairement à ce 

qui a été traditionnellement attribué à des changements s’effectuant dans l’équilibre ionique 

(Gaygadzhiev et al., 2012). 

D’autres études ont approfondi l’altération de la coagulation par la présure résultant du 

traitement thermique du lait à haute température en évaluant l’effet de diverses composantes 

du lait (Kethireddipalli et al., 2010 ; 2011). Ces travaux ont révélé que la déficience de 

coagulation découlait d’un effet synergique entre trois différentes composantes du lait traité 

thermiquement : les micelles de caséine présentant une surface modifiée par la chaleur, des 

complexes protéiques solubles présents dans le sérum (protéines sériques/κ-caséine), et 

d’autre constituants dialysables du sérum (Kethireddipalli et al., 2010). Le rôle direct des 

complexes protéines sériques/κ-caséines solubles dans la déficience de coagulation du lait 

traité thermiquement a été démontré. Ces complexes se lieraient à la surface des micelles 

emprésurées probablement par des interactions hydrop$hobes avec les résidus de para-caséine 

(Kethireddipalli et al., 2011), interférant ainsi dans le processus de coagulation.  
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CONCLUSION 
 

 

Les caillettes ovines, coproduits d’abattage, sont une source potentielle de protéases 

digestives à haute valeur ajoutée. Dans cette étude, nous avons isolé une protéase acide « la 

pepsine ovine » à partir de ce coproduit, caractérisé ces propriétés biochimiques et évalué son 

aptitude à coaguler le lait.  

La première partie de ce travail a consisté en l’extraction et la purification de la pepsine ovine. 

Cette enzyme a été purifiée à homogénéité par chromatographie échangeuse d’anions sur 

DEAE cellulose suivie d’une filtration sur gel Sephadex G-100. Le facteur de purification et 

le rendement final de purification sont de l’ordre de 49 et 107% respectivement. La 

purification a conduit à l’obtention d’une bande unique sur SDS-PAGE ayant une masse 

moléculaire de l’ordre de 36 kDa. L’enzyme purifiée présente une activité spécifique sur 

substrat de Berridge de l’ordre de 31 IMCU/mg.   

L’enzyme purifiée est active entre pH 5.7 et 6.5. Son activité diminue considérablement au-

delà de pH 6.5. À pH 6.9, elle enregistre 6% d’activité résiduelle contre 19% pour la 

chymosine. L’optimum de température d’action de la pepsine ovine purifiée est observé à 44 

°C. Elle est totalement inactivée au-delà de 52 °C.  

La deuxième partie de ce travail avait pour but de caractériser la cinétique de coagulation du 

lait soumis à l’action séparée de la pepsine ovine et de la chymosine. Pour les trois types de 

lait étudiés : lait de vache, lait de brebis et lait de chèvre, les gels-pepsine ont montré des 

propriétés rhéologiques significativement différentes de celles obtenues avec la chymosine. 

Le temps de coagulation de la pepsine ovine sur les trois types de lait est significativement 

plus long que celui de la chymosine. Le raffermissement des trois gels est moins rapide avec 

la pepsine, aboutissant à la formation de coagulums moins fermes. Excepté pour le lait brebis 

qui a présenté un indice de fermeté égal dans le cas de la coagulation avec la pepsine ovine ou 
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la chymosine. Par conséquence, les rendements fromagers obtenus avec la chymosine sont 

significativement meilleurs que ceux obtenus avec la pepsine ovine. Ceci indique que la 

pepsine ovine est moins spécifique que la chymosine. Toutefois, il nous paraît que les 

propriétés gélifiantes de la pepsine ovine avec le de brebis sont intéressantes et une réflexion à 

propos d’un nouveau produit est possible. Un caillé aussi ferme avec une structure différente 

pourrait vraisemblablement être lié à la nature des agrégats peptidiques produits lors de la 

protéolyse des caséines ovines et qui seraient différents de ceux issus de l’hydrolyse de la 

caséine bovine. 

L’activité protéolytique de la pepsine ovine et de la chymosine a été comparée sur les caséines 

αs, β et κ et sur les caséines entières bovine, ovine et caprine. Bien que l’action des deux 

enzymes sur la caséine κ soit identique, les profils protéolytiques de αs et β-caséine, visualisés 

par SDS-PAGE, ont présenté des différences. La pepsine ovine a montré une action ménagée 

sur la caséine β tandis que son action était intensive sur la caséine αs. La pepsine est moins 

protéolytique sur la caséine bovine mais par contre son action est plus notable sur la caséine 

ovine. Avec la caséine caprine, l’activité protéolytique des deux enzymes est relativement 

similaire. Ces différents niveaux de protéolyse observés entre la pepsine et la chymosine 

expliquent les propriétés fonctionnelles (texture et fermeté) différentes des caillés obtenus.  

A ce stade de l’étude de nombreux aspects restent à élucider : 

- L’approche rhéologique adoptée dans cette étude pour caractériser la phase de 

coagulation du lait a permis de constater que la pepsine ovine avait un impact différent 

sur les propriétés mécaniques des gels. La question qui est soulevée est de savoir 

quelle est l’influence des facteurs : pH, température et Ca
2+

 sur la cinétique de 

formation du gel pepsine.  

- L’hydrolyse des caséines par la pepsine ovine a montré des particularités. La 

caractérisation des agrégats protéiques et de leur mécanisme d’interaction serait une 
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première piste intéressante, dans le cadre d’une démarche explicative plus 

fondamentale du mode d’action de la pepsine ovine. 

- Par ailleurs, il convient également d’envisager une étude de l’éventuelle application de 

la pepsine purifiée par la réalisation de micro-fabrication de fromages afin d’évaluer la 

concordance des constats mis en évidence à l’échelle laboratoire  
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RESEARCH Purification and characterisation of milk-clotting and

caseinolytic activities of pepsin isolated from adult
sheep abomasa
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Ovine pepsin was isolated and assessed for its milk-clotting properties and caseinolytic activity in
comparison with commercial chymosin. Ovine pepsin showed similar responses to variations in pH,
temperature and CaCl2 concentration of milk compared with chymosin, although its pH sensitivity
was higher. SDS-PAGE electrophoretic analysis of the casein fractions treated with ovine pepsin
showed that alpha-casein was more susceptible to proteolysis than beta-casein, in contrast to chy-
mosin. Curd-firming properties of skim milk gels obtained with ovine pepsin and chymosin were
evaluated by Gelograph under the same conditions. Curd produced using ovine pepsin was less
firm than that made with chymosin.

Keywords Ovine pepsin, Chymosin, Purification, Clotting properties, Casein hydrolysis.

INTRODUCTION

Traditional varieties of Algerian cheeses, such
as Jben of Djelfa and Kamaria of Gharda€ıa, are
produced by curdling ovine and caprine milk
using artisanal lamb and kid rennet.
In recent years, the increase in cheese produc-

tion in these regions in conjunction with insuffi-
cient artisanal coagulant production to supply
the demand of the cheese manufacture has led
to the use of commercial chymosin as an alter-
native milk-clotting agent. However, the curd
obtained with chymosin is more firm than that
made with lamb rennet, affecting its rheological
properties and impairing the sensory properties
of these types of cheeses.
Several studies on artisanal rennet prepara-

tions have indicated that proteolysis and lipoly-
sis activities during cheese manufacturing and
ripening were responsible for specific quality of
farm-produced cheeses (Calvo et al. 2007; Pirisi
et al. 2007). On the other hand, Moatsou et al.
(2004) considered that the chymosin-to-pepsin
ratio in traditional rennet was the critical param-
eter for the physicochemical and proteolytic

characteristics of Feta cheese and not the rennet
origin (bovine, caprine or ovine). Variation in
the proportion of chymosin to pepsin will make
the ratio of milk-clotting activity to proteolytic
activity vary.
The use of commercial chymosin with specific

proteolytic activity involves the formation of a
strong curd along with high cheese yield, but
the off-flavours often associated with excess
proteolysis are absent (Mu~noz et al. 2004). Pep-
sin, naturally present in rennet, has a lower
specific milk-clotting activity with a broader
proteolytic activity than chymosin. Proteolysis
contributes to the development of homogeneous
structure and softer texture. Characteristic fla-
vours formed by degradation action on alpha-
and beta-caseins during coagulation and ripening
establish the sensory value of cheese (Prieto
et al. 2004; Tejada et al. 2008).
Thus, it is worthwhile investigating the charac-

teristics of pepsin isolated from adult sheep abo-
masa as a source of enzymes to be used in
cheesemaking as alternatives to recombinant chy-
mosin. In this study, the isolation, purification
and characterisation of ovine pepsin are reported.
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MATERIALS AND METHODS

Milk-clotting enzymes
Milk-clotting enzymes such as ovine pepsin and commercial
chymosin were used in this study. Ovine pepsin was iso-
lated from the abomasa of adult sheep of a local breed
slaughtered in registered abattoirs at different ages
(>6 months old).
Commercial chymosin powder produced by fermentation

with Aspergillus niger var. awamori CHY-MAX NB was sup-
plied by Chr Hansen A/S (Hørsholm, Denmark). Its strength
in international milk-clotting units was 1400 IMCU/g.

Ovine pepsin extraction and purification
Purified ovine pepsin was obtained according to the follow-
ing procedure. The crude extract of ovine pepsin was pre-
pared by soaking minced tissue of sheep abomasa in 0.2 M
HCl solution (Valles and Furet 1977) at a ratio of 8:10
(w/v), and macerated at 35 °C for 72 h. The homogenate
filtered through gauze was centrifuged at 3500 g for
20 min, and the supernatant was filtered again through
folded standard filter paper. The pH of the filtrate was raised
to 6.0 by adding NaOH, and then it was dialysed overnight
at 4 °C against distilled water, and finally lyophilised.
The lyophilised extract dissolved in a minimal volume of

0.02 M sodium phosphate buffer at a pH of 6.0 was applied
onto a DEAE-cellulose column (20 9 2.5 cm) previously
equilibrated with the same buffer. After the column was
washed with phosphate buffer until the A280 of the eluate
reached baseline, the elution was performed by stepped gra-
dient elution mode employing increasing concentrations
from 0.3 to 0.5 M NaCl in 0.02 M sodium phosphate buffer
at a pH 6.0, with a flow rate of 80 mL/h (O’Leary and Fox
1975). Eluted fractions of 5 mL were collected and analysed
for protein content by their A280 and milk-clotting activity.
Fractions showing activity were pooled, dialysed free of
NaCl against 0.02 M sodium phosphate buffer at a pH of
6.0 with the dialysis buffer being changed twice and con-
centrated by evaporation.
The concentrated fraction was applied on the top of a col-

umn (50 9 1.5 cm) of Sephadex G-100 equilibrated with
the 0.02 M sodium phosphate buffer at a pH of 6.0. Elution
was performed with the same buffer at a flow rate of
10 mL/h, and the collected fractions (2 mL) were assayed
for their A280 and milk-clotting activities. The active frac-
tions were pooled and concentrated.
The protein concentration of the crude extract and frac-

tions of each chromatographic purification step were deter-
mined by the method of Lowry et al. (1951), using bovine
serum albumin as the standard.
The homogeneity of the ovine pepsin during all the stages

of purification was verified by sodium dodecyl sulphate–
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) using 4%
(w/v) staking and 12% (w/v) resolving gels according to the

method of Laemmli (1970). After electrophoretic migration,
the gels were stained using R-250 Coomassie brilliant blue.

Milk-clotting activity and characterisation
Total milk-clotting activity was determined by the method of
Berridge (1952) using standardised reconstituted skim milk
as the substrate (12 g of commercial low-heat skimmed milk
powder in 100 mL of 0.01 M CaCl2, pH 6.5, incubated for
30 min at 30 °C). The assay was performed by adding 1 mL
of enzyme to 10 mL of the Berridge substrate. The milk-
clotting time was determined by manually rotating the test
tube periodically at short intervals and checking for visible
clot formation. The milk-clotting activity was defined as the
amount of enzyme required to coagulate 10 mL of substrate
at 32 °C in 100 s. The results were expressed in interna-
tional milk-clotting units IMCU/mL of enzyme.
Physicochemical factors affecting ovine pepsin activity

were evaluated by measuring the relative activity on the
milk substrate at various coagulation temperatures (28–
65 °C), at various pH values of milk (5.0–7.0) and with var-
ious amounts of CaCl2 added (0–0.05 M). This investigation
was carried out in comparison with the milk-clotting proper-
ties of recombinant chymosin. The solutions of both ovine
pepsin and chymosin were prepared with equivalent IMCU/
mL, and the effect of each individual factor was examined by
keeping the other factors constant (pH at 6.5, temperature at
32 °C and CaCl2 concentration at 0.01 M).

Casein proteolysis specificity assay
Hydrolysis of a-, b- and k-caseins was carried out according
to the method described by Mu~noz et al. (2004). a-, b- and
k-caseins (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) were dis-
solved in 0.1 M phosphate buffer, pH 6.5 at a final concen-
tration of 2 mg/mL and incubated overnight at 32 °C
independently with ovine pepsin and recombinant chymosin
at ratio of 1:10 (v/v). Both milk-clotting enzymes were pre-
viously standardised to equal time clotting (5 min). At the
end of incubation period, the reaction was quenched by
heating at 100 °C for 5 min. The hydrolysis profiles were
visualised by SDS-PAGE using 15% (w/v) polyacrylamide
gels and performed in a vertical gel apparatus (Mini-
Protean; Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Gel firmness assessment
Gelograph instrument (Gel Instrumente AG, Thalwil,
Switzerland) based on the near-infrared light absorption and
scattering in the coagulating milk was used to compare the
firmness of milk gels that were made using ovine pepsin
and chymosin. The clotting time (R, s), cutting time (s), gel
firming rate (GFR, GU/s) and maximum gel firmness (Amax,
GU) were the coagulation parameters measured in coagulat-
ing milk substrate. The clotting time was the time from
enzyme addition to the first appearance of an increase in
viscosity of the coagulated milk. The cutting time was

2 © 2018 Society of Dairy Technology

Vol 71



established as twice the clotting time. Gel firming rate was
the rate of change in the firmness of clotted milk at the clot-
ting and cutting times. Gel firming rate was obtained by
dividing the difference in firmness at cutting and clotting
times by the time difference between these two points
(N�ajera et al. 2009). The maximum gel firmness was evalu-
ated at the amplitude width 40 min after R.
Before starting the experiments, reconstituted bovine milk

(Berridge substrate) was equilibrated for 20 min at 32 °C in a
water bath, and pH was adjusted to 6.5. Clotting enzymes pre-
viously diluted to give equal clotting time (�10 min) were
added to milk and mixed thoroughly for 15 s. The probe of
Gelograph was lowered into the test tube and placed in a
fixed position. Curd firmness was evaluated for 60 min.

Statistical analysis
Coagulation parameters were determined on six measures in
duplicate. The average cutting time (s), gel firming rate
(GFR, GU/s) and maximum gel firmness (Amax, GU) were
compared using Student’s t-test for samples using ovine
pepsin and chymosin. The sampling variability was esti-
mated by calculating the relative standard deviation (RSD),
also known as the coefficient of variation, estimated as
RSD = 100(r/x), where r is the standard deviation and 9

the mean of the variable. The analysis was performed using
Statistica 10.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Isolation of purified ovine pepsin
The crude extract from the abomasa of adult sheep showed a
milk-clotting activity of 5–7 IMCU/mL and a protein concen-
tration of 20–30 mg/mL, giving a specific activity of
0.2 IMCU/mg of protein. It was evident that the crude extract
showed a lower specific activity because of the protein value
that was found. The high amount of protein in the crude extract
was the result of the extraction process being performed at an
acidic pH (�2) for 3 days, which caused a disintegration of the
abomasal tissue and the release of a considerable amount of
inert protein into the extraction solution (Germonville 2003).
The results of the purification are summarised in Table 1.
The ovine pepsin could be purified 49-fold with an over-

all recovery of 107%, and the specific activity improved to
31 IMCU/mg.

The elution profile on DEAE-cellulose is shown in
Figure 1(a). Elution carried out with 0.3 M NaCl in 0.02 M
sodium phosphate buffer at a pH 6.0 removed a large
amount of material containing no potential milk-clotting
activity. Active fractions were eluted by 0.4 M NaCl. These
results are similar to those obtained by O’Leary and Fox
(1975) who reported that bovine and ovine pepsins were
eluted at 0.4 M NaCl in phosphate buffer at a pH of 6.0
with yield of 67% achieved at the end of this step.
The fractions of the active peak applied to the Sephadex

G-100 column revealed two spaced chromatographic peaks,
and the activity profile was observed mainly in the first
peak and continued at the beginning of the second peak
(Figure 1b). In their investigation describing the procedure
for the isolation of sheep pepsin from aqueous abomasal
homogenates by chromatography on a Sepharose 4B-poly-
L-lysine column followed by filtration on Sephadex G-100,
Fox et al. (1977) found a specific activity value approach-
ing 70 U/mg of protein with 120-fold purification factor.
Compared with our results, these values are much higher.
In contrast, Klomklao et al. (2007) purified two pepsins
from the stomach of pectoral rattail to homogeneity. The
purities of pepsins A and B were increased by 7.1- and
13.0-fold, respectively, with approximately 5.7% and 2.2%
yields.
The ovine pepsin analysed by SDS-PAGE at various

steps of the purification procedure showed a single band
(lane 3), which nearly coincided with the band of recombi-
nant chymosin (Figure 1c). The ovine pepsin band had
migrated into the range of 35.6 to 37.0 kDa, and the
apparent molecular weight assigned for this protein band
was approximately 36 000 Da. This value was in the range
of molecular weights normally determined for other aspar-
tyl proteinases and for recombinant bovine chymosin as
well (Noseda et al. 2013). Fox et al. (1977) reported that
the molecular weight of sheep pepsin estimated by gel fil-
tration on Sephadex G-100 was approximately 34 kDa.
The apparent molecular weight of ovine pepsin determined
by SDS-PAGE is approximately 37 kDa (Baudys et al.
1988). Yegin et al. (2012) reported that the molecular
weight for bovine pepsin was 33.5 kDa. Abuharfeel and
Abuereish (1984), using SDS-PAGE, estimated that the
molecular weights of both camel pepsins to be 35.5 and
34.7 kDa, respectively.

Table 1 Purification of pepsin from the sheep abomasa.

Purification step
Total
protein (mg)

Total
activity (IMCU)

Specific
activity (IMCU/mg)

Purification
factor Yield (%)

Crude extract 942 273 0.29 100
Step 1: Anion-exchange DEAE-cellulose 8.3 164.5 19.8 68.3 60.2
Step 2: Gel filtration on Sephadex G-100 4.3 133.3 31.2 107.7 48.8
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Optimum temperature, pH and CaCl2 concentration
for milk-clotting activity
The relative milk clotting was studied as a function of the
temperature of the milk substrate at pH 6.5 with 0.01 M of
CaCl2. Figure 2(a) shows that ovine pepsin and chymosin
were strongly affected by the milk temperature. The optimum

clotting activities were obtained for both enzymes at 44 °C,
and the activities of ovine pepsin and chymosin were com-
pletely lost when the temperature was increased to 52 °C.
These results were in good agreement with those reported for
the other acidic proteinases. The highest activities of chy-
mosin and pepsins extracted from different animal sources
were observed within the temperature range of 40–45 °C, and
up to these values, the milk-clotting activity was considerably
reduced (Elagamy 2000). Coagulation temperature affects
both the primary (enzymatic hydrolysis) and secondary (ag-
gregation reaction) phases of the milk coagulation (Castillo
et al. 2000), but it also markedly affects the rate of protein
aggregation (N�ajera et al. 2003; Anema et al. 2007).
The relative milk clotting was studied as a function of the pH

of the milk substrate, at 32 °C with 0.01 M of CaCl2 (Fig-
ure 2b). The milk-clotting activities of ovine pepsin and chy-
mosin increased with a decrease in the pH (6.5 to 5.7).
Increasing pH values (from 6.5 to 6.9) caused considerable
losses of activity for both enzymes (40% and 71% for chy-
mosin and ovine pepsin, respectively). The sensitivity of ovine
pepsin to pH variations was considerably higher than the sensi-
tivity of chymosin, which was still active at a pH of 6.8. At pH
values reaching 6.8, ovine pepsin failed to coagulate milk. Cas-
tillo et al. (2000) reported a similar decline in activity near
neutrality. This difference in the loss of activity between ovine
pepsin and chymosin was probably related to the acidic charac-
ter of pepsin and its lower pH stability. Pepsin shows a maxi-
mum activity at a pH of approximately 2 (Tanji et al. 2007),
while recombinant bovine chymosin shows a maximum activ-
ity at a pH of 5.5 (Noseda et al. 2013).
The relative milk clotting was also studied as a function

of CaCl2 concentration added to the milk substrate, at pH
6.5 and 32 °C (Figure 2c). It was observed that the milk-
clotting activities of ovine pepsin increased identically with
an increase in the calcium chloride concentration. When the
concentration of CaCl2 reached 0.05 M, the relative activi-
ties of pepsin and chymosin were found to be 273 and
300%, respectively. This result was in agreement with the
studies of many investigators into the influence of calcium
on rennet-induced coagulation (Udabage et al. 2000; Rogelj
et al. 2001). The enrichment of milk with calcium increased
the casein aggregation rate during the renneting process and
consequently reduced the flocculation time. This is related
to the combined effect of the increased calcium concentra-
tion as such and the decrease in the pH by the exchange of
Ca2+ and H+ (Solorza and Bell 1998). Moreover, Mohamed
Ahmed et al. (2010) explained that the positive effect of
CaCl2 upon the milk-clotting activity is likely to be a result
of the effect of this salt upon the substrate conformation as
well as its role as a catalyst for the enzyme.

Enzymatic hydrolysis of casein fractions
Figure 3 shows the profile of hydrolysis of a-, b- and
k-caseins after overnight incubation at 32 °C in the presence

Figure 1 Ovine pepsin purification. (a) Chromatography of the crude
extract of ovine pepsin on a DEAE-cellulose column (20 9 2.5 cm)
equilibrated with 0.02 M sodium phosphate buffer at a pH of 6.0. Elu-
tion of the adsorbed active proteins was performed by stepped gradient
elution mode employing increasing concentrations from 0.3 to 0.5 M
NaCl in 0.02 M sodium phosphate buffer at a pH of 6.0 with a flow rate
of 80 mL/h. (b) Chromatography of the pooled active fractions from
DEAE-cellulose on a Sephadex G-100 column (50 9 1.5 cm) in 0.02 M
sodium phosphate buffer at a pH of 6.0. ( ̶ ̶ ) Absorbance at 280 nm; (♦)
milk-clotting activity; (- - -) NaCl concentration. (c) SDS-PAGE analysis
of ovine pepsin at each step of the purification. The gel was stained with
Coomassie brilliant blue. Lane 1: crude extract of ovine pepsin; lane 2:
active fractions from chromatography on a DEAE-cellulose; lane 3: puri-
fied ovine pepsin from chromatography on a Sephadex G-100; lane 4:
commercial recombinant chymosin (control); lane Mr (kDa): molecular
weight protein markers.
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of ovine pepsin and in the presence of recombinant chy-
mosin separately. Both proteases showed the ability to digest
all the three types of caseins, and a considerable difference
was observed in the peptide pattern of a- and
b-caseins. The same peptide pattern was obtained for both
enzymes with k- and a-caseins, although the degree of
hydrolysis of a-casein by ovine pepsin was more than that
of chymosin. In contast, b-casein was less susceptible to pro-
teolysis than a-caseins with ovine pepsin than with chy-
mosin. This finding was in agreement with the results
reported by Irigoyen et al. (2000) who observed that a-
casein was more intensely hydrolysed than b-casein by a
bovine rennetting process. Previously, comparing proteolysis

of b-casein by two rennets that contained different propor-
tions of chymosin and pepsin, Medina et al. (1992) observed
that the rennet with the higher chymosin content resulted in
higher breakdown of the b-casein. In the present study, the
order of hydrolysis obtained with ovine pepsin was k-casein,
a-casein and b-casein.

Gelling properties of clotting enzymes
The coagulation parameters (Table 2) were compared using
Student’s t-test with milk clotted with ovine pepsin and chy-
mosin. The cutting times (Ct) and the maximum gel firm-
ness (Amax) were found to be comparable (P = 0.58 and
P = 0.09, respectively). Only the gel firming rate (GFR)
seemed to be slightly higher (�13%) in milk clotted with
chymosin but not significantly (P = 0.05).
The relative standard deviations (RSD), which highlight

the data variability, remained low in both samples (with
ovine pepsin and chymosin) for Ct (3.8 and 4.1%, respec-
tively), Amax (7.3 and 8.3%) and GFR (7.7 and 11.6%),
which showed a slightly higher variability for GFR in milk
clotted with chymosin.
Gel firmness profile as a function of time for milk clotted

with ovine pepsin and chymosin is presented in Figure 4.
Each curve shows the mean value of six curve tests achieved
in the same conditions. The curves of the progress of the
action of both milk-clotting enzymes on reconstituted bovine
milk had a similar pattern, whereas differences in the rate of
curd firming and maximum gel firmness values were
observed. Ovine pepsin produced gel firmness about 8% less
than milk treated with recombinant chymosin. The rate of
curd firming obtained with ovine pepsin was slightly slower
than that obtained with chymosin. which consequently,
under same protein content, have shown that the effetc of

Figure 2 Characterisation of the milk-clotting activity of purified ovine
pepsin. Effects of (a) substrate temperature (28–60 °C), (b) substrate pH
(range 5.7–7.1) and (c) CaCl2 addition (0–0.05 M) on the relative milk-
clotting activity of ovine pepsin (♦) in comparison with recombinant
chymosin (–). The results are expressed as the relative activity as a per-
centage of the activity measured on the standardised reconstituted skim
milk substrate (0.01 M CaCl2, pH 6.5) at 32 °C.

Figure 3 SDS-PAGE pattern of k-, a- and b-caseins treated with puri-
fied ovine pepsin or recombinant chymosin after overnight incubation at
32 °C. Lanes 1, 4 and 7: unhydrolysed k-, a- and b-caseins (control),
respectively. Lanes 2, 5 and 8: hydrolysed k-, a- and b-caseins by ovine
pepsin. Lanes 3, 6 and 9: hydrolysed k-, a- and b-caseins by chymosin.
Lane Mr: molecular weight protein markers (Low-Range SDS-PAGE
Standards; Bio-Rad).
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clotting enzyme type on curd formation was in the limit of
significancy (P = 0.05). Previously, Andr�en and von Reedtz
(1990) had reported that, because of its strong pH depen-
dence, pepsin can induce long gelling time and can weaken
the curd when the pH is too high. Recently, Harboe et al.
(2010) noted in a typical range of pH 6.4–6.6 that pH influ-
ence on curd-firming properties is more significant with
bovine pepsin than with chymosin. Esteves et al. (2003),
who studied gelation properties of skim milk gels made from
plant coagulants and chymosin, explained that cardoon coag-
ulants hydrolyse most of the caseins compared with chy-
mosin and thus increase the rate of gel firming, probably by
removing peptides that may act as a barrier to particle fusion.
These plant coagulants also decrease the maximum value of
the modulus, due to the reduction in the amount of intact
gel-forming protein. In our study, the varying degree of pri-
mary hydrolysis of a- and b-caseins between ovine pepsin
and chymosin probably affected the rheological properties of
the resulting gel. The a-casein breaks down the products by
pepsin or unhydrolysed b-casein, which may slightly hinder
the aggregation of micelles and slow down the rate of gel
firming.

CONCLUSIONS

An active extract of ovine pepsin was obtained from adult
sheep abomasa by maceration in acidic solution. The crude

extract revealed a specific activity of 0.2 IMCU/mg of pro-
tein. The purification of ovine pepsin realised by a conven-
tional procedure involved ion-exchange chromatography and
gel filtration. This procedure yielded a homogeneous
enzyme with a molecular weight of 36 kDa and improved
the specific activity to 31 IMCU/mg. The milk-clotting
activity of purified ovine pepsin was affected by three fac-
tors: pH, temperature and CaCl2 addition. Optimum clotting
activity was at 44 °C, increasing CaCl2 concentration
resulted in an enhancement of the clotting activity of ovine
pepsin, and it showed higher pH sensitivity. Ovine pepsin
clotted skim milk with slightly slower rate of curd firmness
compared with chymosin, which made the curd less firm.
This slight difference in curd formation ability between the
enzymes probably correlates with their proteolytic activity
on alpha- and beta-casein fractions. The hydrolytic activity
of ovine pepsin on alpha-casein seems to have been differ-
ent when compared with chymosin.
The above results show the clotting properties of ovine

pepsin and indicate its usefulness in cheese production, but
it will be important to investigate enzyme action during the
manufacturing process and evaluate its impact on cheese
sensory and yield.
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RÉSUMÉ

En fabrication fromagère, le caractère irrégulier de l’approvisionnement en présure a conduit à
l’emploi de préparation enzymatique d’origines divers, et coagulant le lait de façon similaire à la
présure. Parmi ces enzymes, les pepsines extraites de caillettes d’animaux adultes se sont révé-
lées apte à coaguler le lait, mais avec des adaptations technologiques qui permettent de remédier
à leurs sensibilités vis-à-vis des variations de pH. 

L’utilisation des caillettes ovines comme matière première à la production d’extrait enzymatique
offre d’une part la possibilité de fournir un coagulant de remplacement à l’industrie fromagère et
d’autre part d’envisager la valorisation de ce coproduit d’abattage. 

Dans le présent travail, nous avons étudié le procédé d’obtention de l’extrait coagulant selon qua-
tre protocoles dans le but d’optimiser le rendement d’extraction. Les résultats obtenus montrent
que des quatre méthodes d’extractions employées, la macération des broyats de caillettes dans
une solution acidifiée s’avère la plus avantageuse. Elle est conduite à une température de 35°C
pendant une durée de 96 heures pour un rapport de poids de caillette (g) sur un poids de solution
d’acide chlorhydrique (0,2 M) égale à 8 :10. La caractérisation de cet extrait enzymatique brut
de la pepsine ovine présente une activité de 5-7 UP/ ml pour une concentration en protéines qui
avoisine les 35 mg/ml.

Mots Clés : pepsine, lait, coagulation, extraction, caillette ovine, valorisation.

RECHERCHE DE SUCCEDANES DE PRESURE DANS UN COPRODUIT
D’ABATTAGE : LES CAILLETTES OVINES
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L’Algérie qui reste dépendante en matière
d’approvisionnement en agents coagulants
vis à vis des laboratoires étrangers, a recours
à l’importation de ces produits en vue de leur
utilisation dans la fabrication de deux types
de fromages : le Camembert et l’Edam.

Pendant la période 1997-2001, l’industrie
fromagère a utilisé 4.324 kg de présure et
ses concentras, soit un coût de l’ordre de 16
millions de DA (Statistiques du Commerce
Extérieur, 2002).

Par ailleurs, l’Algérie dispose d’un poten-
tiel de coproduits d’abattage très variés. A
titre indicatif, en 1999, 1.619.488 têtes du
cheptel ovin ont été abattues. Cette opéra-
tion d’abattage permettait ainsi, d’obtenir
en plus de la carcasse, un ensemble de
coproduits dont une grande partie serait uti-
lisée directement en alimentation humaine.
Néanmoins, aucune voie de valorisation en
vue d’une meilleure exploitation n’a été
envisagée à ce jour.

Parmi les voies de valorisation des copro-
duits d’abattage d’ovins, la production
d’enzymes coagulants le lait à partir de la
caillette constitue un exemple d’intérêt. En
effet, le principal agent coagulant le lait est
la présure, dont l’utilisation est confrontée
à la contrainte de sacrifice des jeunes
veaux. En conséquence l’industrie froma-
gère subit une crise dans l’approvisionne-
ment de ce coagulant. Cette situation a
donné une impulsion aux recherches sur les
enzymes de remplacement de la présure
(Ramet, 1997).

A l’heure actuelle, les coagulants apparte-
nant au groupe de pepsines issus des

caillettes bovines, de muqueuses gastriques
de porc, du proventricule du poulet sont
largement employés en fromagerie dans de
nombreux pays.

Par ailleurs, la préparation industrielle de la
présure et de ses substituts est réalisée par
macération des muqueuses gastriques dans
des solutions salines de chlorure de sodium
ou bien par autodigestion au moyen d’eau
acidifiée par l’acide chlorhydrique.

Ce travail illustre les conditions optimisées
d’obtention d’un extrait enzymatique
coagulant à partir de caillettes ovines et
discute les possibilités de sa production
industrielle. 

Les caillettes d’ovins adultes ont été préle-
vées au niveau de l’abattoir d’El Harrach,
puis transportées au laboratoire où elles ont
été lavées, dégraissées, débarrassées de
leurs parties pyloriques et broyées. Les
broyats de caillettes homogénéisés ont été,
ensuite, conservés au congélateur à - 18°C. 
L’obtention de l’extrait enzymatique
coagulant est réalisée par macération des
broyats de caillettes dans quatre solutions
extractives préconisées par différents
auteurs : 

− Eau distillé (O’Leary et Fox, 1975) ; 
− Solution de HCl 0,2 M (Valles et Furet,
1977). 
− Saumure à 6% de NaCl + 2% de H3BO4
(1 : 8 v/v) (Anifantakis et Green, 1980) ; 
− Saumure à 10% de NaCl + 1% de
Benzoate de Na (Goursaud, 1999) ;

La macération est conduite à une tempéra-
ture de 25 °C pendant une heure d’incuba-
tion, à raison de 100 g de caillette pour
100g de solution extractive. 
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A la fin de la période d’incubation, l’homo-
génat macéré est filtré à travers un Buchner
contenant de la gaze puis centrifugé à 2500
g pendant 15 minutes. Le surnagent récupé-
ré est activé en ajustant le pH à 2 par une
solution d’acide chlorhydrique pendant 10
min puis, il est réajusté définitivement à pH
6 par de la soude.

Les extraits coagulants ainsi obtenus ont
été clarifiés selon la méthode de Valles et
Furet, (1977). La caractérisation des
extraits enzymatiques bruts et clarifiés a
porté sur : 

- La mesure de l’activité coagulante vis-
à-vis du lait selon la méthode de Berridge
modifié par Collin et al., (1977). 
- La détermination de la concentration en
protéines totales selon la méthode de
Lowry et al., (1951). 
- L’estimation des rendements d’extrac-
tion selon Valles et Furet (1981). 

La solution extractive à base d’eau acidi-
fiée à l’HCl 0,2 M, ayant donné le meilleur
rendement d’extraction de l’activité coagu-
lante, a été préconisé pour l’optimisation
des paramètres d’extraction suivants : 

- Quantité de caillette mise en œuvre ; 
- Concentration en HCl ; 
- Température et de la durée de macération. 

1 - Influence de la nature de la solution
d’extraction, effet de la clarification
Le taux d’extraction de l’enzyme varie en
fonction du milieu de macération. Cette
variation relativement faible lorsque la
macération est conduite dans de l’eau ou
dans la saumure, elle est notable dans le cas
de la macération dans la solution 0,2 M de
HCl (Tableau I).

RECHERCHE AGRONOMIQUE N° 27 - 2015

Recherche de succedanes de presure dans un coproduit d’abattage : les caillettes ovines

RÉSULTATS

Solutions 
extractives 
Paramètres 

HCl 0,2 M H2O + 1 % de 
Benzoate de 
Na 

10 % de NaCl 
+ 1% 
Benzoate de 
Na 

6 % de NaCl 
+ 2% H3 BO4

pH du milieu 0,91 6,03 5,86 5,43 

AC (UP) 
avant 
activation 

/ 0,29 0,41 0,35 

AC (UP) après 
activation 

2,27 0,81 0,89 0,84 

Rt (UP /g de 
caillette) 

0,96 0,68 0,51 0,65 

AC (UP) 
(après 
clarification) 

1,72 0,69 0,19 0,24 

Rt (UP /g de 
caillette) 

0,73 0,53 0,10 0,18 

Tableau 1 : Variation de l’activité coagulante et du rendement d’extraction en fonction du milieu
de macération. Effet de la clarification.
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Conditions de macération : Poids de
broyat de caillette = 100g ; poids de la solu-
tion extractive = 100 g ; Température d’in-
cubation = 25°C ; Temps de macération =
60 minutes.

L’ajout de NaCl à l’eau facilite l’extraction
et permet d’avoir des extraits plus actifs
mais des rendements d’extraction plus faible
à cause de la viscosité qui gène la filtration.

Une clarification s’avère indispensable
pour les jus de macération obtenus avec
l’eau et la saumure. Cette étape permet de
corriger la couleur de l’extrait du brun rou-
geâtre au jaune d’or (fig. 2 et 3).
Cependant, cette opération entraîne une
perte d’activité particulièrement notable
avec les jus de macération saumure.

2 - Influence de la quantité de caillette
mise en œuvre
L’activité coagulante et le rendement d’ex-
traction varient relativement, de manière
proportionnelle avec la quantité de caillette

mise en œuvre (fig. 4). En effet, une aug-
mentation du poids de caillette entraîne une
augmentation de l’activité coagulante, et
une diminution du rendement d’extraction.
Cependant, au-delà de 80 g de caillette
mise en œuvre, la variation de l’activité
coagulante et du rendement d’extraction est
relativement faible. 
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Figure 2 : Extraits obtenus après macération
dans : a1 : HCl 0,2 M, b1 : H2O

c2 : NaCl 6%, d2 : NaCl 10%.

Figure 3 : Extraits clarifiés :
a2 : HCl 0,2 M, b2 : H2O 
c1 : NaCl 6%, d1 : NaCl 10%

Figure 4 : Variations de l’activité coagulante et
du rendement d’extraction en fonction de la qua-
lité de caillette mise en œuvre.



3 - Influence de la concentration en HCl
L’augmentation de la concentration en HCl
entraîne une augmentation de l’activité
coagulante et du rendement d’extraction
jusqu’à une certaine limite (0,2 M) au delà
de laquelle l’activité et le rendement dimi-
nuent (fig. 5). 

4 - Influence de la température et de la
durée de macération 
La variation de la température et de la
durée de macération montre que l'extrac-
tion est d'autant plus rapide que la tempéra-
ture est élevée. (fig. 6 et 7). 

Par ailleurs, l’élévation de la température
au-delà de 25°C améliore le rendement
d’extraction. En effet, la figure 6 fait appa-
raître une chute très importante du rende-
ment à 25°C, au-delà de 6 heures de macé-
ration ce qui n’est pas observé pour des
températures supérieures. La température
de 35°C avec une durée de macération de
l'ordre de 96 heures, conduit aux activités
enzymatiques (coagulantes) les plus éle-
vées avec de meilleurs rendements (fig. 8).
Cependant, lorsque la macération est
conduite à 40°C, l’activité coagulante et le
rendement d’extraction chutent (fig. 9). 
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Figure 5 : Variations de l’activité coagulante et
du rendement d’extraction en fonction de la
concentration en HCI des solutions extractives.

Figure 6 : Influence de la durée de macération à
25 °C sur l’activité coagulante et le rendement
d’extraction.

Figure 7 : Influence de la durée de macération à
30 °C sur l’activité coagulante et le rendement
d’extraction.

Figure 8 : Influence de la durée de macération à
35 °C sur l’activité coagulante et le rendement
d’extraction.
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Ces essais préliminaires ont permis d'adop-
ter des conditions optimales d'extraction.
La préparation des extraits est alors, réali-
sée selon le protocole suivant : 
A un poids de caillette (PU), on ajoute un
poids égal à 1,25 x PU d'une solution de
HCl 0,2 M. Le mélange est incubé à 35°C
pendant 96 heures.

Dans ces conditions expérimentales, lg de
caillette donne une activité coagulante de 9
UP. Pour produire 1 litre d'extrait enzyma-
tique de force l/10.000 (qui correspond la
présure commerciale), il faut préconiser
environ 9 caillettes ovines d'un poids
moyen de 120 g.

La méthode adoptée permet d'une part l'ex-
traction de la pepsine et du pepsinogène et
d'autre part l'activation de ce pepsinogène.
Cette extraction est conditionnée par diffé-
rents paramètres : le pH de la solution
extractrice, la température et la durée de
macération (Cuvellier, 1999). 

L'utilisation d'une solution d’acide chlor-
hydrique 0,2 M montre qu'une force
ionique minimum est nécessaire pour une
meilleure extraction. En effet, selon Tsouli
(1974), le taux de NaCl n’a pas d’influence
sur celui de l’extraction enzymatique, mais
il reste qu’avec l’eau seule, on obtient des
solutions moins actives. Valles et Furet
(1977), en comparant les rendements d’ex-
traction obtenus par les macérations acides
et dans l’eau, rapportent qu’une seule
macération acide permettait d’obtenir
autant de pepsine que trois macérations
consécutives effectuées dans l’eau.
Contrairement à ces auteurs, Abd-El-
Rahman et al., (1990), indiquent que l’em-
ploi de l’eau seule est plus favorable à l’ex-
traction de la pepsine du lapin.

D’autre part, cette enzyme montre une
grande stabilité à ces valeurs de pH. Ceci
est en accord avec les résultats de Fox et
al., (1977), qui rapportent que la pepsine
ovine ne présente pas de perte signifiante
d'activité dans la marge de pH 1,0 - 4,5
pendant 24 h à 20°C.

Par ailleurs, lorsque la macération est réali-
sée à 25°C et 30°C un caractère collant et
glaireux de la solution extractive est obser-
vé. En fin de macération subsistait une
quantité de résidu qui par leur nature gluan-
te retenait une quantité importante de liqui-
de, ce qui explique le faible rendement
d'extraction obtenu comme le montre la
figure 6.

Quand la macération est réalisée à 35°C et
40°C, le caractère collant disparaît, mais un
autre phénomène est observé ; la désinté-
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Figure 9 : Influence de la durée de macération à
40 °C sur l’activité coagulante et le rendement
d’extraction.

DISCUSSION



gration des broyat de caillettes. Un volume
d'extrait brut très important est obtenu,
aboutissant à un rendement d'extraction
élevé. Ces résultats sont en accord avec
l'ensemble des observations de Valles et
Furet (1977). D’après ces auteurs, ces obs-
ervations peuvent êtres attribués en partie à
l’abondance du collagène présent dans le
tissu musculaire des caillettes.

Il est à noter, qu'après 6 heures de macéra-
tion à 40°C, un phénomène de destruction
de l'enzyme intervient se traduisant par une
diminution de l'activité coagulante et du
rendement. Ce phénomène de destruction
des protéases gastriques a déjà été décrit en
1972, par Valles et Mocquot dans une étude
similaire. Ils ont montré une perte d’activi-
té après 24 heures de macération à 50°C. 
Enfin l'application de cette méthode selon
les conditions optimales obtenues pour la
préparation de la pepsine ovine présente
plusieurs avantages qui méritent d'être cités :

− C'est une méthode qui ne comporte
aucun gaspillage de caillettes, puisque la
macération conduite selon la méthode
adoptée entraîne la désintégration totale
des tissus et par conséquent, il n’y a pas
lieu de procéder à des extractions succes-
sives en vue de l'épuisement des caillettes
comme c'est le cas pour les macérations
dans la saumure ;

− C'est une méthode qui ne nécessite
aucun traitement comportant l'addition
d'antiseptique ni de clarification. 

Toute fois, la variation des concentrations
enzymatiques entre les différents lots n’a

pas été prise en considération, la provenance
de ces caillettes n’ayant pas au départ, été
définie. Des travaux anciens ont montré
l'influence des facteurs tel que la race,
l'âge, et l'alimentation sur le contenu enzy-
matique des caillettes (Garnot et al., 1974 ;
1977 ; Valles et Furet, 1981).

Les conditions de nettoyage des caillettes au
niveau des abattoirs sont un autre facteur qui
semble, conditionner le contenu enzyma-
tique des caillettes avant l'extraction.

En effet, la préparation des caillettes doit
être limitée à un lavage à l’eau courante
sous une légère pression. Selon Mann
(1963), il faut éviter l’utilisation de l’eau
chaude et le nettoyage à l’aide d’une bros-
se, qui entraîne une dissolution rapide de la
pepsine et une perte d’activité et de rende-
ment d’extraction.

Par ailleurs, la caractérisation de l’extrait
enzymatique montre une activité coagulan-
te qui varie de 5-7 UP/ ml pour une concen-
tration en protéines qui avoisine les 35
mg/ml. Ces résultats semblent en accord
avec les résultats de Fox et al., (1977), et
Virto et al., (2003) ayant étudié l’extrait
enzymatique de pepsine ovine obtenu tradi-
tionnellement.

La valorisation des caillettes d'ovins adul-
tes en vue de la préparation de la pepsine
ovine et la caractérisation de son activité
coagulante sont les objectifs principaux
recherchés lors de cette étude.
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La méthode d’extraction mise au point
consiste en la macération d’un poids de
caillette broyées dans une solution acidifiée
0,2 M de HCl selon le rapport 8/10 (w/w).
Le mélange est porté à une température de
35°C pendant une durée de 96 heures.

Cette méthode d’extraction a permet d’ob-
tenir des rendements d’extraction plus inté-
ressants par rapport aux autres méthodes
testées et présente certains avantages en
l’occurrence, le maintient du jus de macé-
ration dans des conditions (pH ≤ 2) qui
limitent les risques de contamination
microbienne pendant toute la durée d'incu-
bation, et ce contrairement aux macérations
conduites dans des saumures à des tempé-
ratures moyennes avec lesquelles, il est très
difficile d'obtenir des extraits exemptes de
contaminations microbiennes en absence
de conservateurs.

A ce stade de notre étude, et sans préjuger
des résultats obtenus, nous pouvons affir-
mer que les caillettes d’ovins constituent
une source potentielle de pepsine qui peut
substituer, en partie, la présure classique.
La méthode d’extraction adoptée peut être
employée à plus grande échelle, néanmoins
l’utilisation des caillettes ovines pose le
problème de leur collecte. Enfin, l’utilisa-
tion de la pepsine ovine en tant que substi-
tut de la présure est conditionnée par la
possibilité de la préparation de cette protéa-
se de manière stable et continue d’une part,
et d’autre part des propriétés technolo-
giques qui caractérise cette enzyme.

En conséquence, il ya lieu d’envisager une
étude sur les propriétés physico-chimique

de cet extrait coagulant et de son aptitude
fromagère afin de pouvoir répondre à la
question de son emploi en fromagerie.
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