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Résumé

L’objectif de notre travail a consisté, dans un premier temps, a extraire une enzyme
coagulante a partir de la souche Bacillus velezensis, isolée localement.

La culture de la souche Bacillus velezensis a été effectuée sur un milieu semi solide a base
de son du blé. La meilleure production enzymatique a été obtenue a 10% de son du bl¢ avec un
temps d’incubation de 36h a 30°C sous agitation moyenne de 110 tours/mn. Apres 1’extraction,
les conditions optimale d’activité de la coagulase ont été¢ déterminées : Température: 75°C, pH
5.7, concentration en CaCl; : 0.04M, concentration en extrait enzymatique : 76.6 mg/ml).

L’enzyme coagulante appartient au groupe des metalloprotéases, qui présente une stabilité
a 35°C pendant 30 min, et conserve son activité au cours d’un stockage de 20 jours a -18°C et
a 4°C. Un essai de purification par chromatographie d’exclusion moléculaire sur gel G-75 a
permis de mettre en évidence la protéine et d’en estimer son poids moléculaire (46 KDa).

L’activité protéolytique de 1’extrait brut est €levée (0.362 DOgso) avec un rapport AC/AP
trop faible par rapport a celui de la présure commerciale.

Les résultats obtenus de cette étude montrent la relation entre I’effet de I’enzyme coagulante
sur la qualité du fromage élaboré (pate pressé cuite). En effet, la différence a été observée au
niveau du gout. Cependant, les rendements sont comparables. En outre, les analyses physico-
chimiques montrent d’une fagon générale que les fromages élaborés présentent des
caractéristiques intéressantes et une qualité satisfaisante.

Mot clés : Bacillus velezensis, activité coagulante, activité protéolytique, fromage a pate pressé
cuite.

Abstract

The objective of our work, is the characterization of the milk clotting enzyme from Bacillus
velezensis which is a microbial stock, isolated locally and identified. The culture of the Bacillus
velezensis on a solid medium containing wheat bran permitted the secretion of the coagulase.
The best enzyme production was obtained at 10% of wheat bran and incubation at 30°C for 36h
with stirring 110 rpm.

After extraction, the optimal conditions activity of the coagulant enzyme were determined
(pH: 5.7, T: 75°C, coagulant concentration: 76.6 mg/ml and for a 0.04 M CacCl,).

The enzyme extract belongs to the metalloproteases groups which present stability at 35 © C
for 30 min, and conserve its activity during 20 days storage at -18°C and 4°C. A test purification
by molecular exclusion chromatography on frost G-75 allowed to put in evidence the protease
and to estimate its molecular weight (46 KDa). The proteolytic activity of the crude extract is
too high (0.362 DO ¢60) with a low ration AC / AP compared to the commercial rennet.

The results of this study show the relation between the effects of coagulating enzyme on the
quality of cooked pressed paste cheese.



Cheese processing of cooked pressed paste cheese using clotting enzyme from Bacillus
velezensis had shown no difference in the cheese yield compared to the rennet cheese.

Key words: Bacillus velezensis, coagulant activity, proteolytic activity, cooked pressed paste
cheese.



