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mM milli molaire

Tr tours

pHi Point isoélectrique

DEAE Di ethyl-amino ethyl

UP Unité de présure

Ve Volume d’élution

EEB Extrait enzymatique brut
BSA Bovine sérum albumine

LFB Laiterie Fromagerie de Boudouaou
a, B, K, y Alpha, Beta, kappa, Gamma



Résumé

Résumeé

Deux pepsines avicole et marine, coagulant le lait, ont ét¢ obtenues par macération de pro
ventricules de poulet (Gallus gallus) et de ’estomac de limon (Seriola sp.). Ces deux enzymes
se caractérisent par une force coagulante de 1’ordre de 1/3200 pour I’extrait enzymatique brut de
poulet et de 1/545.45 pour celui de limon.

Des essais de purification ont été réalisés sur ces deux pepsines. Il en ressort que 1’extrait
brut lyophilisé de limon présente un meilleur rendement en activité (13,10%)que celui de poulet
(8,06%) apres une chromatographie échangeuse d’anions et celle de 1’exclusion moléculaire.

Les conditions optimales d’activité coagulante ont été déterminées. L’activité est maximale :
A pH 5 pour les deux pepsines ;

A une température du lait égale a 40°C pour la pepsine de poulet et 45°C pour la pepsine de
limon ;

A une concentration en CaCly du lait de ’ordre de 0.02M pour la pepsine de poulet et 0.04M
pour la pepsine de limon.

Ces deux enzymes sont relativement stables dans I’intervalle de 30°C a 40°C apreés 30 mn
d’incubation.

Ces propriétés sont relativement similaires a celles de la présure, exception faite pour la
concentration en CaClp du lait en ce qui concerne la pepsine de limon.

Mots-clés : Pepsine ; Poulet (Gallus gallus) ; Limon (Seriola sp.) ; Coagulation ; Présure ; Lait.
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Abstract

Comparative study of two milk- clotting proteases, extract of chicken proventricles (Gallus gallus)
and yellowtail stomachs (Seriola sp.).

Two milk-clotting pepsins (chicken and marine), were obtained by maceration of chicken
proventricles (Gallus gallus) and yellowtail stomachs (Seriola sp.). This two enzymes show a
clotting strength about 1/3200 for chicken crude extract and 1/545, 45 for yellowtail crude extract.

The purification tests were realised on the two pepsins. It’s resort that the lyophilised crud
extract of yellowtail shows a better recovery (13, 10%) than the chicken one (8, 06%) after
exchanging anions and molecular seize chromatography.

The clotting optimal conditions activities were determined. The activity is maximum at:

A ph 5 for the two pepsins;

A temperature of 40°C for chicken pepsin and 45°C or yellowtail pepsin;

A 0,02M for chicken pepsin and 0,04 M for yellowtail pepsin CaCly concentration of milk.

The two pepsins were relatively stable between 30°C AT 40°C after 30 mn incubation periods

These properties were relatively similar with rennet; exception made for CaCl) concentration
of milk which concern yellowtail pepsin.

Key-words: Pepsin ; Chicken (Gallus gallus) ; Yellowtail (Seriola sp.) ; Milk-Clotting ;
Rennet ; Milk.
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Le lait, par ses grandes qualités nutritionnelles, a toujours été considéré comme un
produit noble. En effet, c’est un aliment indispensable dans les premiers mois de la vie
et fondamental dans la vie de 'homme. Son instabilité biologique et physico-chimique
constitue un facteur limitant de son utilisation en 'état. C’est dans ce contexte que sont
apparues, il y’a plusieurs millénaires les premiéres transformations fromageéres.

Les fromages constituent une forme ancestrale de conservation des protéines, de
la matiere grasse ainsi que d’'une partie du calcium et du phosphore, dont les qualités
nutritionnelles et organoleptiques sont appréciées par 'lhomme dans presque toutes les
régions du globe (Mahaut et al., 2000).

La coagulation de lait est traditionnellement obtenue par action de la présure extraite
industriellement des caillettes provenant de veaux non sevrés. La présure contient
essentiellement une enzyme, la chymosine, dont la particularité est de posséder une activité
protéolytique. Le caractére irrégulier de 'approvisionnement en présure qui s’est manifesté
dans I'ensemble du monde a conduit les industries fromagéres a substituer, parallélement
a l'usage traditionnel de la présure de veau, des préparations enzymatiques d’origine
diverses, coagulant le lait de fagon analogue a la présure animale.

Dans cette optique, un certain nombre d’enzymes (animale, microbienne ou végétale)
ont été caractérisées. Il s’agit de protéases susceptibles d’attaquer les caséines du lait et
plus particuliérement la caséine —k, dont la rupture d’une liaison peptidique particuliérement
labile, la liaison Phe1g5-Metqgg provoque la coagulation du lait (Swaisgood,1982).

Les substituts de présures doivent réponde principalement a trois critéres importants
et qui consistent en :

I'obtention de produits fromagers comparables a ceux de la présure animale ;
'absence de toxicité ;
un prix de revient moins élevé a celui de la présure.

En Algérie, diverses études ont été réalisées sur les présures de remplacement. Il en
ressort que les extraits coagulants d’origine végétale, tels que : la ficine (enzyme extraite
du figuier) ainsi que la protéase de chardon (Morsli, 1997), la protéase d’artichaut (Mouzali,
2001) et celle des graines de melon (Fernani ,2003) étaient douées d’une trés forte activité
protéolytique, ce qui confére aux fromages des caractéres organoleptiques indésirables.

La protéase issue de la culture d’une souche bactérienne, isolée localement a partir de
Bacillus subtilis LC33 (Matoub, 2000) a montré une activité coagulante analogue a celle de

la présure traditionnelle et une activité protéolytique assez élevée, ce qui limite son utilisation
dans l'industrie. Une protéase d’origine fongique, extraite partir de la culture de Mucor
pusillus a montré des résultats similaires a celle de la présure commerciale (Belhamiche,
2005). Les études rapportées sur la pepsine avicole, bovine, ovine et celle de poisson,
respectivement par Morsli, 1997 ; Bengana, 2000 ; Slamani, 2004 et Maachou, 2004 ont
montré que ces agents coagulants présentaient des propriétés qui sont presque analogues
a celle de la présure traditionnelle. Cependant, la disponibilité des matiéres premieres
d’origine animale reste tributaire du marché de la viande.



INTRODUCTION

La production d’enzymes coagulants le lait a partir de pro ventricules de poulet et
d’estomacs de limon présente un intérét industriel. En effet, elle constitue 'une des voies
de la valorisation des coproduits d’abattage avicole et marine.L objectif principal de notre
recherche consiste en une étude comparative de deux extraits coagulants, obtenus a partir
de proventricules de poulet (Gallus gallus) et d’estomacs de limon (Seriola sp.). Pour cela,
Nous nNous sommes orientés vers :

-L'obtention et purification de la pepsine avicole et marine.

La recherche des conditions optimales d’activité coagulante des deux pepsines
purifiées et celle de la présure animale.

La caractérisation de 'activité protéolytique des extraits coagulants bruts et purifiés
par comparaison a la présure commerciale.

11
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I. LE LAIT : SUBSTRAT DES PROTEASES

1- Définition

Le lait destiné a I'alimentation humaine a été défini en 1909 par le congrés international de
la répression des fraudes : « Le lait est le produit intégrale de la traite totale et ininterrompue
d’'une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit étre recueilli

proprement et ne pas contenir de colostrum » (Luquet, 1985).

Le lait est sécrété par les glandes mammaires des femelles de mammiféres. Il est
convenu de réserver le mot « lait », sans spécification, a la sécrétion lactée de la vache.
Dans tout les autres cas, on le fait suivre de la désignation de I'espéce : lait humain, lait

de brebis, lait de chévre, etc.

2- Quelques caractéristiques physico-chimiques du lait

2.1 — Aspect

Le lait de vache est un liquide opaque de couleur blanche, plus ou moins jaunatre selon la
teneur en R-caroténe de sa matiére grasse. Sa saveur est douce et son odeur faible, mais

identifiable. Le pH est voisin de la neutralité.

2.2- constantes physiques

Les principales constantes physiques du lait sont reprises au tableau 1.

3- Composition chimique du lait

Les laits sécrétés par les différentes espéces de mammiféres présentent des
caractéristiques communes et contiennent les mémes catégories de composant :
eau, protéines, lactose, matiéres grasses et minérales (CEPIL, 1987). Cependant, les
proportions respectives de ces composantes varient largement selon : I'espéce, la race, le

stade de lactation, la saison, I'état sanitaire, I'alimentation, etc. (Mietton, 1991).

Le tableau 2 donne la composition moyenne du lait de quelques espéces. Ce sont les
laits de vache, de chévre et de chamelle qui présentent des compositions les plus équilibrées
en lipides, lactose et protéines. Les laits sont riches en matériaux plastiques (protéine, sels
minéraux) dans les espéces a croissance néo-natale rapide (renne, truite) ; en matériaux
énergétiques (matiéres grasses) chez les animaux marins vivants en climat froid (baleine
bleue, otarie, renne) ; en lactose dans les espéces a développement cérébral important
(femme, jument). Les laits riches en caséines (vache, brebis, chévre et chamelle) coagulent

par acidification ou par action enzymatique (fabrication de fromage).

12
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Constanies Movennes Valeurs exirémes
- Densité & 20°C
Lait entier 1,032 1,028 - 1,034
Lait écrérné i 1,035 -1,036
Llatiére grasse i 0,24 - 094
- Viscosité 4 20°C (P.a.s)
Lait entier 22104 !
Lait écrérné 1,910 f
- Point de congélation (*C) - 0,535 )
- Point d”ébullition (*C) f 100,15 — 100,17
-pH & 20°C f A6 - A8
- Acidité titrable (°T0 f 15 - 18

Tableau 1 : Caractéristiques physico-chimiques du lait de vache

(Mahaut et al., 2000).

. . Caséines
Eﬁr&& ':r;:: Protéines ﬁl‘l’;‘;lt?“" Lactose | Cendre
Lait humain 126 3,75 1,6 28 T 0,
Vache 12,5 4.1 3,6 7a ] 071
Chéwe 13 47z 35 75 473 0,56
Ruminants Brehis 19,3 74 572 77 4.8 03
Bufflesse 174 g 4.2 aa 449 0,ya
Renne 36,7 225 10,3 an 25 1,44
Chamelle 136 45 35 28 ]
Equidés Jument 11 15 27 a0 1 051
Anesse 11 25 2 45 1
Suides Truie 18,3 G G a0 54 0s
Mammiféres | Baleine hleue 25 423 10,9 GG 1,3
marins Otarie 62,3 533 549 52 01

Tableau 2 : Composition moyenne des laits
de différentes especes animales % en poids

(Mahaut et al., 2000).

Le tableau 3 donne la composition moyenne des éléments majeurs du lait de vache

de race laitiére. Le lait est donc un liquide trés aqueux dont la composition pondérale en
glucides, lipides et protides est remarquablement équilibrée (respectivement 1,5, 1,0, 1,0)
(Alais et Linden, 1997). Parallélement moins importants, d’autres constituants ont un role
biologique fondamental : Ce sont des matiéres azotées non protéiques, des vitamines, des
enzymes, des pigments et des gazs dissous.
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Le lait est donc un mélange d’une trés grande complexité, constitué a 90% d’eau et
qui comprend :

une solution vraie : lactose, protéine solubles, minéraux, vitamines hydrosolubles.
une solution colloidale : protéines, en particulier les caséines.
une émulsion : matiéres grasses.

Composition Etat physigue des
Z/l) COMPOSANis
s Ean Iibre {sobkmant) + ean liée
Ean
Glucides : Lactose 49 solution
Lipides : 35 Ernulsion des globules gras
-Ilatiére grasse proprement dite 24 (345 racrons)
-Lécithure (Phosphohpides) 0.5
-Partie msaporafiable { Stérols, 0,5
Caroténes, Tocophérols)
Protides : 34
-Cazéine 21 Suspension ricellare
phosphocaséinate de cale o
(0,05 4 0,12 microns)
-Protéines « solubles » (globulines, 535 Solution {colloidale)
albumines)
- substances azotées non protéigques 1.5 solution (vrale)
Sels solution o état colloidal
-bieide citrique 9
-&eide phosphorigue ’
- &eide chlorheedrigue 26
1,7
Constituani divers : Traces
Vitarnines, enzyies, gazs dissons
Exirait sec total : 127
Extrait sec non gras 9

Tableau 3 : Composition moyenne d’un litre de lait de vache (g /1)
(Alais et Linden, 1997).

3.1- Les matiéres azotées

Les matieres azotées, protides ou protéines du lait constituent un ensemble complexe
(Withney et al., 1976 ; Mietton et al., 1994 ) dont la teneur totale avoisine 35 g/l (tableau 4).

Les protéines représentent 95 % environ des matiéres azotées et c’est sur la base de
la précipitation a pH 4,6 ( a 20°C ) qu'on sépare deux constituants : les caséines (ag B,
y et K ) et les protéines solubles du lactosérum ( Dalgleish, 1982 ; Mietton et al., 1994 ) .
Les caséines représentent la fraction protéique la plus importante. Elles jouent un role
déterminant dans le processus de la coagulation du lait, c’est elles qui forment la structure
méme des fromages.

Le lait de vache contient une fraction azotées non protéique (environ 5%). Il
s’agit de nombreuses substances a faible masse moléculaire (urée, créatine, créatinine,
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ammoniaque) ; a cbté, il y’a des intermédiaires métaboliques (acide orotique) et des acides
aminés libres. Cette fraction est peu importante (Mietton et al., 1994 ; Alais et Linden, 1997).

Moyennes relatives | Movennes absolues
(%) (g litre )
100 34,0
Matieres azotees totales : protides
totanx
A- Protéines : 95 32,3
- Protéines non solubles {caséine T8 100 26,5
entiére)
* paséine o, 36 08,55
* caséine o, 10 02,65
* caséine [ . 34 0% .00
* cagiing 1 13 03,45
* caséine ¥ ar 01,25
- Protéines solibles (protéines du 17100 5.8
lactosérm)
* B lactaglobuline > &
* 1 lactalbumine 0s EIFE
* génmm alburnine 15 D,T
* Trarennoglobulines 0 EI,ﬁ
* Protéases peptones :
B- Substances azoifes non
protéigues 05 L7

Tableau 4 : Composition moyenne et distribution des protéines du lait de vache
(Alais et Linden, 1997).

3.1.1- Les caséines

La caséine entiere (groupe protéique qui précipite a pH 4,6 a 20°C) représente environ 80
% des protéines totales du lait de vache.

Les caséines sont des polypeptides phosphorés associés surtout a des constituants
minéraux , en particulier le calcium , mais aussi le phosphate , le magnésium et le citrate ,
de maniére a former des micelles de phosphocaséinate de calcium .

En mélange, elles constituent entre elles des complexes qui ne réunissent en I'absence
de calcium qu’un petit nombre de molécules. En présence de calcium, le degré d’association
est trés élevé et les unités formées agrégent plusieurs milliers de molécules , constituants
les micelles de caséine native dispersées dans la phase hydrique du lait .

Une des plus importantes propriétés des micelles de caséine est de se déstabiliser par
hydrolyse enzymatique et de permettre ainsi la coagulation du lait, ce qui est le fondement
de la fromagerie (Mietton et al. ,1994).

Selon Schmidt (1980), la micelle serait constituée d’'un ensemble de sous unités, les
submicelles, de nature exclusivement protéique et de composition variable, associées les
unes aux autres par des éléments minéraux (phosphate de calcium et de magnésium). les

15
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submicelles auraient un cceur hydrophobe , formé par des parties apolaires de caséines et
une enveloppe hydrophile de nature polaire , formée de segments de chaines hautement
chargées avec, d'autre part , les résidus phosphoséryls des caséines agq  dg2 et B

et, d'autre part , la partie COOH terminale de la caséine k ( Mietton et al . , 1994 ).
Ces submicelles sont organisées de telle maniere que les pdles hydrophobes soient a
lintermédiaire du calcium et du phosphate minéral (figure 1). La caséine k , localisée a
l'intérieur de la micelle , joue un role protecteur grace a sa faible teneur en phosphore et a
sa richesse en glucides . Elle est hydrophile et assure |a stabilité de la micelle (Gourseaud,
1993).

Maolécule de caséine K -
|
’
Groupes PO, "":—:_._,_"Hf. 5
Novau hvdrophobe i
Subwe e
™,
O Py
bl .1

\—*fih.‘lilu.' pepidigue

/ Submuacelle S

A cmicelle, B submdcdle, € pontage de dewc submdcelles
Figure 1 : Modele de formation des micelles selon Schmidt (1980)
(Ramet, 1990).

Il. LES ENZYMES COAGULANT LE LAIT
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Les protéases constituent le groupe le plus important des enzymes industrielles dans
le monde et possédent plusieurs applications dans le domaine de l'industrie alimentaire
(Garcia- carreno, 1991). Plusieurs sources sont utilisées pour la production de ces enzymes
commerciales (Chaplin et Bucke, 1990).

La coagulation du lait est I'étape fondamentale de la fabrication des fromages. Divers
enzymes protéolytiques ont la propriété de coaguler le lait (Tableau 5) : elles sont soit
d’origine animale (présure, pepsine) ; soit d’origine végétale (ficine, bromélaine, enzymes
extraites de I'artichaut, de la courge, du chardon, etc.) ; soit d’origine microbienne (enzyme
de certaines moisissures ou de bactéries) (Mahautet al., 2000).

Origines Enzymes
Ruminants
Vean *
Chevrean * oo Chyroosine + pepsine
Lnean *
Borvang adultes * oo Pepsine + chynosine
Animaux | Mono gastriques -
Porcs FPepsine
Oiseanx :
Poulet Pepsine
Fromer Ficine
Lnanas Bromélaine
o Chardon, Artichant
Vegetaux Craillet
Conrge
Endothia parasifica * Frotéase
Mucor pusilluz * Frotéase
Moisissures |  Mucor mishei * Protéase
Aspermillus niger Chrroosine « génétigque »
Levures Kluevarormycas lacks Chyraosing « génétigque »
. Escharichia coli Chymosine « génétigue »
Bacteries EBaeillus subfilis Chyroosine « génétigue »

* butorisé en France.
Tableau 5 : Origine des différentes enzymes utilisées pour coaguler le lait

(Mietton, 1991).

Toutes les enzymes coagulantes de fromagerie sont des protéases a caractére acide
dont l'activité optimale est généralement proche de pH 5,5(Ramet, 1993).Ces protéases
acides présentent comme la présure un centre catalytique a résidu aspartyle(Eck, 1990) et
appartiennent au méme groupe des aspartates protéinases (Alais etLinden, 1997).

Les enzymes coagulantes sont capables d’hydrolyser trés spécifiquement la caséine k
a des pH compris entre 6-6,5 (Queiroz-Macedo et al., 1993). La plus couramment utilisée
est la présure sécrétée par la caillette des jeunes ruminants non sevrés. Les présures de
remplacement sont moins colteuses mais tres protéolytiques et conduisent a des fromages
présentant de 'amertume avec diminution du rendement (Desmazeaud, 1981).
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Actuellement, les méthodes du génie génétique ont permis de cloner le géne de
la chymosine sur certains micro-organismes(Escherichia coli, kluyveromyces, Aspergillus,
efc.) (Alais et Linden, 1997 ; Mahaut et al., 2000).

1-Présure

1.1- Origine et dénomination

La présure est une enzyme qui se produit en jus gastrique. C’est I'agent de caillage le plus
commun qui provient généralement de sources animales, spécifiquement de la doublure
des estomacs de met bas mais aussi par la culture de certains micro-organismes.

La dénomination de « présure » est réservée a I'extrait soit liquide, soit pateux, soit
pulvérisé ou comprimé aprés dessiccation, provenant de la macération des caillettes de
jeunes bovidés tenus exclusivement au régime du lait (Moll etMoll, 1998).0n parle ainsi de
présure de veau, de présure d’agneau, de présure de chevreau (Desmazeaud, 1981).

La présure de veau est la préparation coagulante traditionnellement utilisée pour la
coagulation du lait en vue de la fabrication de la majorité des fromages (Alais, 1984 ; Wigley,
1996), de petites quantités sont produites a partir de I'estomacs de chevreau et d’agneau
(Ramet, 1985).

D’un point de vue biochimique, la présure est une enzyme protéolytique appartenant
au groupe des endopeptidases ayants la faculté d’hydrolyser les protéines au milieu de la
chaine. C’est une substance organique qui renferme un mélange de deux fractions actives :
la chymosine et la pepsine, avec une prédominance de la chymosine (Lenoir et al., 1985 ;
Eck, 1990 ; Brulé et al., 1997).Ces deux enzymes proviennent d’'un zymogéne inactif « pro
présure » (Eck et Gillis, 1997) qui acquiert I'activité a la suite d’'une hydrolyse partielle dans le
milieu acide stomacal (Alais, 1984 ; Lenoir et al., 1985).Au cours de I'activation, des peptides
riches en tyrosine formant la partie N-terminale sont détachés. Ceci conduit a une baisse de
pH isoélectrique de pHi 5,0 (pro présure) a pHi 4,7 (présure) (Veisseyre ,1978 ;Collin, 1981).

Le rapport chymosine / pepsine a une importance sur la vitesse de coagulation et sur
les caractéres rhéologiques du gel (Mietton et al., 1994). Selon la législation Francaise, le
rapport chymosine/pepsine doit étre supérieur ou égal a 1,38, cequi signifie que 75 a 80%
de l'activité coagulante est due a la chymosine(Mahaut et al., 2000).

1.2- Propriétés et mode d’action

La chymosine, extraite de la présure de veau ou obtenue par voie microbienne, est la
véritable enzyme de coagulation du lait. C’est une holoprotéine, sécrétée sous forme de pro
enzyme inactive appelée « pro-chymosine ». L’activation de la pro enzyme en chymosine
se fait, spontanément, dans la caillette aux pH inférieurs a 5 par I'hydrolyse de I'extrémité
NHo terminale de la molécule. Son poids moléculaire est de 30 700 daltons. Sa stabilité

est maximale entre pH 5,0 et pH 6,0 avec un pH optimal d’activité proche de 5,5 et
unetempérature optimale d’activité de 42°C. L’activité décroit rapidement ; elle est affaiblie
a température ambiante (20-35°C) et est inhibée a pH 8,0 et au voisinage de 0°C et vers
65°C (Mahaut et al., 2000 ; Eck et Gillis, 1997).

En tant qu’enzyme protéolytique , la chymosine a une double action coagulante
par hydrolyse de la caséine k d’'une part , une action protéolytique générale capable
de se manifester sur toutes les protéines au cours de I'affinage du fromage d’autre part
(Desmazeaud ,1985 ; Eck, 1990 ; Mahaut et al .,2000).
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1.3- Extraction de la présure de veau

Industriellement, la présure est extraite par macération de fragments de caillettes de jeunes
bovidés dans une solution de chlorure de sodium pendant quelques jours. L’extraction a
lieu a un pH voisin de 6,0. Le pH étant ajusté entre 5,0 et 5,5 pour favoriser I'activation de
la pro chymosine.

Le jus de macération est ensuite clarifié a I'alun puis filtré. La standardisation de la force,
du pH, de la teneur en CaClp , de la couleur est effectuée finalement parallélement a I'ajout

de conservateurs autorisés par la réglementation. Conservés a températures ambiantes, les
extraits liquides perdent lentement leur activité, ils doivent étre conservés au froid (0-5°C).
Il existe également des présures séches (poudre ou comprimés), mieux adaptées a la
conservation mais moins pratiques a I'emploi, elles sont obtenues par relargage au sel
d’extraits liquides (Ramet, 1985 ; Dehove ,1990 ; Eck, 1990).

2- les présures de remplacement

La chymosine est 'agent de coagulation le plus utilisé par les industries laitiéres. Pourtant,
depuis quelques années, face a 'augmentation systématique du prix de la chymosine, de
nouveaux substituts ont été sélectionnés(Queiroz-Macedo et al., 1993).

Les enzymes de remplacement, qui sont moins onéreuses et assez utilisées dans
certains pays ou les caillettes sont rares, sont capables de scinder la liaison phénylalanine-
methionine si labile de la caséine kappa et, comme la présure, de provoquer la coagulation
du lait(Desmazeaud, 1981 ; Alais et Linden ,1997).

Les enzymes, pouvant remplacer la chymosine , appartiennent a la classe des
protéases aspartiques (EC 3.4.23) , appelées également protéases acides ou protéinases
aspartiques. Ce sont des enzymes protéolytiques qui appartiennent a la famille des
endopeptidases (Honjo et al., 1990 ; Pan et al., 1991 ; Garcia-carreno, 1992 a ). Elles ont
été trouvées chez les vertébrés, les végétaux ( Lopes et al.,1998 ), les micro-organismes
(Areces et al., 1992 ) et chez les poissons ( Shamsuzzaman et Haard, 1983 ; Haard,1992 ).

2.1- Les protéases d’origine animale

L’amélioration des techniques de purification a permis de mettre en évidence au moins deux
grands groupes de protéases aspartiques d’origine gastrique : le groupe majeur est appelé
pepsinogéne et le groupe mineur gastricine. Les pepsinogénes et gastricines différent par
leurs caractéristiques enzymatiques et physico-chimiques(Banga-Mboko et al., 2002).

Les pepsinogénes sont des pro enzymes inactives (zymogénes) des pepsines. Ces
molécules synthétisées essentiellement au niveau de la muqueuse gastrique, appartiennent
a la classe des protéases aspartiques d’origine gastrique ; leur masse moléculaire est de 43
000 et 35 000 daltons, respectivement pour les pepsinogénes et les pepsines (Takahashi
et Kageyama, 1985 ; Richter et al., 1998 ;Banga-Mbokoet al., 2002).

On dénombre plusieurs formes de pepsinogénes différentiables biochimiquement
(Foltmann et al., 1992). Cinq pepsinogénes différents ont été dénombrés (Tableau 6) et
qui pourraient représenter que des formes intermédiaires d’activation d’'une seule pepsine
(Larbier et Leclerq ,1992). Il s’agit de : pepsinogéne A, B et F, progastricine et prochymosine
(Kageyama ,2002).

Les protéases gastriques aspartiques étaient déja connues depuis I'antiquité pour leurs
actions protéolytiques. Ainsi la chymosine était utilisée depuis des millénaires dans la
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fabrication des fromages a partir du lait. Théodore Schumann, en 1836, attribua le nom
de « pepsine » au ferment responsable de l'activité protéolytique du suc gastrique. Ce
ferment se distingue des autres enzymes du tractus digestif par son pouvoir de digestion des
protéines en milieu acide. Heidenheim, en 1870, attribua pour la premiére fois la sécrétion
de pepsinogéne aux cellules principales de la muqueuse gastrique. Hammarsten, en 1872,
démontra que la chymosine est synthétisée et stockée par I'acide stomacale ; Langley, en
1882, fit la méme observation sur la pepsine porcine (Banga-Mboko et al., 2002).

En 1929, Northrop parvint a obtenir la pepsine sous forme cristallisée a partir d’extraits
de muqueuse gastrique bovine (Moll et Moll ,1998). Quelques années plus tard, Herriot, en
1938, entreprit la méme démarche sur la pepsine porcine. La pepsine porcine devenait la
deuxiéme enzyme gastrique a étre obtenue sous forme cristallisée et la quatriéme purifiée
aprés l'uréase, la pepsine et la trypsine bovine (Banga-Mboko et al., 2002). En 1940,
Norris et Elam ont pu obtenir une pepsine a I'état cristallisée a partir de la muqueuse
stomacale d’'un saumon de I'Océan Pacifique (Onchorhyncus tschawitscha) (Peres ,1981 ;
Haard ,1994).

Tableau 6 : Classification des pepsinogénes

Zymogeénes (pro Enzymes Nomenclature Références
enzymes)
Pepsinogéne A | Pepsine A EC 3.4.23.1 Ryle (1970) Foltmann

(1981) Ichihara et al.
(1985) Foltmann et al.
(1992) Kageyama et al.(2000)

Pepsinogéne B | Pepsine B EC 3.4.23.2 Ryle (1970) Nielsen et Foltmann
(1995)

Pro gastricine Gastricine ou EC 3.4.23.3 Foltmann (1981) Kageyama et al.

Pepsine C (2000)

Pro chymosine |chymosine EC 3.4.234 Foltmann (1970) Foltmann
(1981) Kageyama et al.(2000)

Pepsinogéne F | Pepsine F - Foltmann (1981) Kageyama et al.
(2000)
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La pepsine est une endopeptidase qui scinde les protéines alimentaires au niveau des
acides aminés aromatiques (Tyrosine, Phénylalanine, Tryptophane) en libérant la fonction
amine engagée dans une liaison peptidique. Les protéines sont ainsi transformées en
peptones solubles dans I'estomac (Moll et Moll, 1998).

Elle a une activité optimale (pH 1,8) pour un niveau d’acidité élevée (pH compris entre
1 et 4). Elle est donc parfaitement adaptée a I'environnement acide de I'estomac (Sielecki et
al., 1990 ; Andreeva et James , 1991 ; Cuvellier,1993 ). Son point isoélectrique est inférieur
a 1 et son pH de stabilité est compris entre 5 et 5,5. La pepsine est détruite par les basses
ou par les températures supérieures a 70 °C (Kopelman et Cogan, 1983).

Par convention, les protéases acides isolées dans I'estomac a pH faible sont appelées
pepsines tandis que, celles localisées dans d’autres tissus a pH plus élevé sont appelées
cathepsines (Banga-Mboko et al., 2002).

Une des caractéristiques communes a toutes les pepsines est d’étre plus actives en
milieu acide que la présure et chymosine. La pepsine possede une activitéprotéolytique non
négligeable qui peut se manifester dans les fromages par la libération de peptides amers ;
I'accident dépend de la quantité d’enzyme coagulante résiduelle retenue dans le fromage.
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L’activité coagulante décroit fortement au dessus de pH 6,3 ; au pH du lait frais (6,65-6,75),
la coagulation n’apparait pas(Ramet,1993).

Plusieurs protéases d’origines animales ont fait I'objet d’expérimentation en vue d’une
utilisation potentielle en industrie fromagére. Le tableau 7 rapporte quelques propriétés
comparées de trois pepsines d’origine animale.

Tableau 7 : Propriétés comparées de la pepsine de poisson avec celle desmammiféres

Propriétés Poisson Bovine Porcine
pH optimum (a) 2-3,5 2,0 1,8-2,0
pH max. de coagulation 6,4-6,6 6,8 6,4-6,6
Temp. opt. de protéolyse (b) 30-35°C 38°C 47°C
Temp. opt. de coagulation 30°C 30-50°C 30-50°C
Inactivation thermique 30-37°C - 50°C
Point isoélectrique 3,5-7,5 - 2,7
Energie d’activation ( K cal / mole ) 4-8 - 11,2

(b)

Km (b) 0,4 mM 0,34 mM 0,037 mM
Poids moléculaire (c) 36-38 000 34 000 34 000
CaCl 2 opt. de coagulation ,04 mM ,03-,05 mM ,03-,05mM

(Haard et al., 1982).

(a) Hémoglobine comme substrat.

(b) pH 2,0 avec Hémoglobine comme substrat.

(c) déterminé par électrophorése sur gel Page-SDS.

La pepsine bovine

La pepsine bovine représente un des constituants mineurs normaux de la présure. Elle est
secrétée par la caillette en quantité importante aprés sevrage des bovidés , c’est pour cette
raison que la présure a toujours été extraite de jeunes ruminants avant sevrage (Berankova
et al.,1987 ; Ramet,1987) .

Fox (1969) signalait que la pepsine bovine coagulait le lait jusqu’a pH 6,9. Cependant,
elle donnait naissance a des différences dans la texture et la saveur (Emmons et al., 1976 ;
Stanley et Emmons, 1977).

Depuis quelques années, des préparations de pepsine bovine (extraits coagulants
obtenus a partir de caillettes de bovins adultes) ont été testées en fromagerie dans différents
pays. Garnot et al., 1972, montraient que la chymosine et la pepsine bovine étaient présents
ensembles dans les préparations de présure. En effet, selon Valles et al., (1977), les
fromages étaient fabriqués, depuis toujours, avec un mélange de chymosine et de pepsine
bovine ou la pepsine entrait dans une proportion non négligeable.

Selon Anifantakis et Kandarakis (1983), la pepsine bovine peut substituer, avec succes,
la présure habituelle dans la fabrication du fromage « Feta ».

En Algérie, Les abats de bovins adultes ont été utilisés comme source potentielle
de coagulases par Bengana (2001). Ce dernier a obtenu un extrait brut contenant deux
protéases ; il s’agit de la pepsine (fraction majeure) et la chymosine (fraction mineure). La
pepsine bovine a permis avec succeés la fabrication de fromage a pate molle « Camembert ».
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La pepsine de porc

La pepsine a été extraite de la muqueuse gastrique de porc ou elle se trouve sous la forme
d’un précurseur, le pepsinogéne, d’un poids moléculaire de 42 000 daltons (Cuvellier, 1993).
Cette protéase aspartique est instable aux pH neutres, ou elle est rapidement inactivée

(Tanaka et Yada, 2001).

Selon Desmazeaud (1981),la pepsine du porc est difficilement utilisable en fromagerie
puis ce qu’elle ne coagule pas le lait frais a pH supérieurs a 6,6. La protéolyse est plus lente

au cours de I'affinage et des golts amers apparaissent.

Green (1972) avait signalait que des fromages fabriqués avec des extraits coagulants
a base de pepsine de porc et de pepsine bovine étaient peu différents de ceux fabriqués

avec une préparation de présure.

En 1973, Phelan concluait de ses essais, que la fabrication de Cheddar a I'aide d’une
préparation de pepsine bovine ou d’'un mélange de préparations de pepsine bovine et de

pepsine de porc était satisfaisante.

Aux Etats-Unis, la pepsine de porc est largement utilisée sous forme de mélange 50-50

avec la présure (Cerning et al., 1984 ;Eck, 1990).

La pepsine d’ovin

Seules les pepsines de porc et d’ovin présentent un intérét industriel. En effet, la pepsine
d’ovin apparait étre voisine de la présure et son activité est dépendante du pH que celle de

la pepsine de porc(Eck ,1990).

Les caillettes d’ovins ont été utilisées comme source potentielle de remplacement de
la présure. L'extrait enzymatique brut obtenu par Slamani (2004) a montré qu’il coagulait
assez bien le lait et n’avait pas d’influence néfaste en fromagerie lors de la fabrication du

fromage « Edam », réalisée par Outaleb (2006).

La pepsine de poulet

En 1969, Bohak a isolé le pepsinogéne et la pepsine a partir des estomacs frais de poulet.
Aprés purification et caractérisation, I'auteur a noté que le pepsinogéne de poulet était stable
a24°C, endessous de pH 10,5, par contre la pepsine de poulet était stable a pH inférieur a
8 . ApH 8.5 et au dessus, la pepsine de poulet est rapidement inactivée. Cette inactivation

a40 °C et a pH 8,5 est accompagnée par une autolyse.

Selon Green (1972), Gordin et Rosenthal (1978), la pepsine de poulet a été employée
comme substitut de présure. Cependant, le fromage Cheddar préparé avec cette protéase

pouvait provoquer des défauts dans la saveur.

En comparant la pepsine de porc , la pepsine de poulet , la pepsine bovine a la
chymosine , Green ( 1972) signalait un certain nombre de différences durant la maturation
du Cheddar .Cet auteur concluait que la pepsine de poulet n’était pas un bon substitut de
la chymosine , provoquant une texture peu satisfaisante et un gott amer des fromages .

Scott(1979) rapportait qu'en1973 — 1974, 50% des fromages en Israél étaient préparés
a partir de pepsine de poulet. Selon Findlay et al. (1984), La pepsine extraite du proventricule
de poulet permettrait la fabrication de Cheddar si la maturation n’excéde pas trois mois.

Paez de Leon et al. (1995) avaient entrepris une étude sur une pepsine isolée a partir
des estomacs de poulet. Ces auteurs ont utilisé la pepsine de poulet purifiée comme agent

coagulant dans la production industrielle de fromages blancs pasteurisés.
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En Algérie, une étude a montré que les abats de poulet et plus particulierement,
le proventricule de poulet (Gallus gallus)pouvait constituer une source potentielle de
coagulases. En effet, Morsli(1997)a pu extraire une protéase qui a conduit a la fabrication
d’'un fromage a pate molle (Camembert ) dont la qualité organoleptique ainsi que le
rendement étaient comparables au fromages préparés avec la présure . Cet auteur a noté
que les caractéristiques de la pepsine de poulet obtenue étaient analogues a celles de la
présure traditionnelle.

La pepsine de poisson

Les visceres de poissons sont connus pour étre une source riche en enzymes digestives
(Reece, 1988). Chez les poissons, I'équipement en enzymes digestives est relativement
voisin de celui que I'on connait chez les vertébrés supérieurs. Ces enzymes sont sécrétées
par le pancréas et de fagon minoritaire, par 'estomac, sous forme de granule de zymogénes
ou pro enzymes inactives mélées a un suc digestif de composition ionique et de pH
particuliers (Guillaume, 1999).

Récemment un grand nombre d’enzymes ont été isolées, telles que phosphatase
alcaline, acetylglucosaminidase, chitinase et protéases (Venugopal ,1995). Les protéases
issues de zymogenes (gastriques et pancréatiques) sont listées dans le tableau 8. Elles
sont représentées par une protéase aspartique, la pepsine, et quatre protéases sérine :
trypsine, chymotrypsine, collagénase et élastase (Gildberg, 1988 ; Martinez et Serra,
1989). Ces protéases sont chacune actives sur des liaisons peptidiques bien définies
et différentes (Guillaume, 1999). Le tableau 9 représente le site d’action des principales
enzymes digestives protéolytiques des poissons.

Enzyme Activité Organe Espéce

Pepsine () |Hydrolse des Estomac|Especes a estomac
Laisons nternes
Proieases - ] Parcréas | Toutes espéces
T 2
CMIFFGW if Pancréas | Toutes espéces
Elastase I Pancréas | Toutes espéces
Collagénase It Pancréas |Toutes espéces

Tableau 8 : Les protéases sécrétées sous forme de pro enzymes chez les poissons
(Guillaume, 1999).

(*) Une chymosine a été signalée chez plusieurs espéces, il s’agit d’'une iso enzyme de
la pepsine ayant une activité coagulante vis-a-vis du lait.

Enzyme Liaison hydrolysée
Pepsine WH. des acides arunés arornatiques et diacides
Trypsine COOH de Parginine ou de la lysine
Chymotrypsine COOH des acides arunés aromatigues
Elastaze Loides arnés aliphaticues (spécialement actrves sur élastine).
Carloxypeptidases Leides arinés dont COOH libre
Lrmnopeptidases Leides arninés dont MH, libre
Diet tn-peptidases | Lissons des di et tn-peptidases.

Tableau 9 : Site d’action des principales
enzymes digestives protéolytiques des poissons
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(Guillaume, 1999) .

Les protéases acides des estomacs de poisson manifestent une activité élevée entre
pH 2 et pH 4 tandis que les protéases digestives alcalines sont plus actives entre pH 8 et
pH 10 ( Simpson, 2000 ).

L'étude sur lactivité protéolytique des enzymes présentes dans les viscéres de

poissons a débuté dans le 19° siécle (Gildberg, 1988)" Les différentes pepsines de
poissons ne possedent pas la méme activité spécifique. Ainsi, la pepsine de Perca fluvialis
hydrolysera plus rapidement la fibrine que I'ovalbumine ou la gélatine. La protéase de
'estomac de Seriola quinqueradiata hydrolyse la caséine (Peres, 1981).

L’équipement en enzymes digestives n’est pas le méme chez toutes les espéces.
Par exemple, la pepsine est toujours absente chez les poissons dépourvus d’estomac. Le
pH optimal de la pepsine se situe aux alentours de 2-3, pour toutes les autres enzymes
(pancréatiques), il se situe aux alentours de 7-8. La température optimale d’activité de
presque toutes les enzymes de poissons (et pas seulement des enzymes digestives) se
situe entre 30-40 °C (Guillaume ,1999).

Une pepsine a été obtenue depuis de nombreuses années a partir de la muqueuse
gastrique d’'un Saumon du Pacifique. Une enzyme ayant une activité voisine de la présure
a été décrite chez la truite (Peres ,1981).

Au Canada, une pepsine A a été isolée de la muqueuse gastrique du phoque et donne
de bons résultats dans la fabrication de Cheddar (Shamsuzzaman et Haard, 1984).

Une pepsine a été extraite a partir de la paroi interne de I'estomac de la morue
d’Atlantique et les propriétés étudiées ont révélées qu’a 15°C, cette pepsine a coagulé le lait
plus efficacement que la chymosine de veau et elle serait intéressante pour 'emprésurage
a froid du lait dans la préparation du fromage Cheddar (Brewer et al., 1984).

Une pepsine a été isolée a partir de la muqueuse gastrique de Roussette (Scyliorhinus
canicula) et ses propriétéscatalytiques sont similaires a celle de la chymosine de veau
(Guerard, 1987 ; Guerard et Legal, 1989).

Plusieurs pepsines de poissons, tels que : sardine (Noda et Murakami, 1981),
Capelin (Gildberg et Raa, 1983), morue d’Atlantique (Brewer et al., 1984), morue polaire
(Arunchalam et Haard, 1985) et requin (Nungaray et Legoffic, 1996) ont été purifices et
partiellement caractérisées.

Gildberg et al.(1990) ont purifiée trois pepsines obtenues a partir de la muqueuse
gastrique de la morue d’Atlantique (Gadus morhua). |l s’agit de la pepsine |, pepsine Il a et
b. D’apres ces auteurs, ces pepsines sont des glycoprotéines et leur composition en acides
aminés ressemble beaucoup plus a celle de la cathepsine D du porc que celle de la pepsine
du porc.

Les extraits coagulants obtenus a partir des crustacées Munida par D’Ambrosio et al.
(2003) ont été utilisés dans la fabrication de fromage. Ces protéases représentent d’aprés
ces auteurs comme étant de bons substituts a la présure de veau.

Le tableau 10 donne les principales pepsines et pepsinogénes obtenus a partir de la
muqueuse gastrique de divers poissons.

En Algérie, une étude a permis I'obtention de la pepsine a partir de 'estomac de divers
poissons, notamment, le mérou, le merlan et le limon. Nouani et al. (2002) ont étudié la
possibilité d’utiliser I'extrait coagulant du merlan dont la fabrication du fromage type Edam.
Cet extrait a donné un bon résultat. Maachou (2004) a étudié la pepsine de limon, les
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caractéristiques de cette derniere différent trés peu de la présure traditionnelle. De méme Ait
Amer Meziane (2004) a utilisée la pepsine de limon dans la fabrication de fromage « Edam ».

Groupe | Famille Enzyme Orzaniee Reéf rences
. purifis
Ptéases |Pmtéases |pepsine - Eperlan A" Amérique |-Haard , Helbiz ot
gastriques |aspartiques Feltham ([ 19E1]).
- Sardine -Hoda et Blurakarnu
(19211
-Eam, Pyeun et Cho
(19287
- Capelin -Gildberg et Raa (1583

- Mome d°Atlatique |-Brewer et ol [ 1984 ]
-Haard (1986

-Martinez et Dlen( 1983 )
Gildberg ,Olsen et
Bjarnason( 1920

-Han ([ 1993
-Karlsen , Hough et Olsen
[1998]

- More de Groenland | o 2ot ar (1986)

- Sammon

-Reece [1988)
-Sanchez — Chiang et af .
(1987)
- Maquerean “Eimet ol (1986
-Feece [ 19827
- Boughy Orange -Enet al. (1998)
- Pabmeta -Pavlisko et ol . (1997 &)
-Thon -Tamji et al | (1988)
Pepsitogine |- Truite ~Twining et af . (1383)
-Thon -Tamji eraal . (1558)
- Requin -MNauyen et al . (1998

Tableau 10 : Les protéases gastriques des
poissons invertébrés et mammiféres marins

(Shahidi et Janakkamil, 2001)

2.2- Les protéases d’origine végétale

Les protéases obtenues a partir de nombreuses espéces végétales , notamment , le figuier
( Ficus carica ) , la papaye (Carica papaye ) , 'ananas ( Ananas sativa ) et I'huile des
graines de ricin (Ricinus communis) ont la propriété de coaguler le lait (Garg et Johri,1994) .
Cependant, leur application dans la fabrication fromagére avec le lait de vache n’a pas eu
de succés puisque ces enzymes protéolysent plus le lait qu’elles ne le coagulent (Walstra
etal., 1999) .

Les coagulants d’origine végétaux montrent des caractéristiques avec la chymosine.
Ce sont des protéines aspartiques qui hydrolysent la liaison peptidique Phe105 —Met106 de
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la caséine k (Macedo et al., 1993) et leur activité protéolytique maximale sur la caséine est
a pH 6 ( Van Hooydonk et al.,1986b ; Faro,1991).

Depuis de nombreuses années, dans la Péninsule |bérienne, les protéinases
présentent dans les organes de fleurs de Cynara genus, Cynara cardunculus, Cynara
humilis et Cynara scolymus, ont été utilisées dans la fabrication de fromages traditionnels
avec les laits de brebis et /ou chévre (Vieira de Sa et Barbosa, 1972 ; Truijillo et al., 1994).

La protéase extraite de fleurs de Cardon (Cynara cardunculus) utilisée
traditionnellement au Portugal pour la fabrication de fromages a fait I'objet d’études pour
ses propriétés coagulantes. Les mesures des parameétres cinétiques ont permis de mettre
en évidence que la protéase de cardon a des caractéristiques trés comparables aux autres
agents coagulants du lait notamment chymosine, pepsine A de porc, pepsine C de porc,
protéases de Mucor miehei et Endothia parasitica (Queiroz — Macedo et al., 1993).

De récentes études réalisées sur les extraits coagulants obtenus a partir de fleurs de
cardon d’Australie (Cynara cardunculus L.) ont montré, que contrairement avec le lait de
vache, des fromages semi-hard (Pecorino) sont fabriqués avec le lait de brebis et sont de
bonne qualité. Les fromages fabriqués avec 'extrait coagulant de Cynara cardunculus L.
ont été comparés avec ceux fabriqués avec la présure commerciale et il en est convenu
que ces premiers sont Doux , crémeux et moins amer (Chen et al.,2003).

L’extrait coagulant obtenu a partir de Cynara cardunculus L. présente deux protéases
acides aspartiques la cardosine A et la cardosine B (Pires, 1998). Les études menées par
Heimgartner et al. (1990) ; Faro (1991) ; Faro et al. (1995) ; et Verissimo et al. (1996) ont
montré qu’il est possible d’extraire et de purifier la cardosine A et la cardosine B a partir
des fleurs de cardon (Cynara cardunculus L.). Ces enzymes ont été également isolées et
caractérisées par Pires (1998) ; Faro et al. (1999) ; Egas et al. (2000) et Vieira et al. (2001).

L’action de la cardosine A, obtenue de C. cardunculussur les caséines des laits de
brebis et de chévre, a été rapportée par Ramalho-Santos et al. (1996) ; Simoes (1998) ;
Sousa et Malcata (1998).

La cardosine A, comparable a la chymosine est responsable de I'activité coagulante
spécifique puisqu’elle coupe la caséine Kk au niveau de la liaison peptidique Phe105 —
Met106. Tandis que la cardosine B , similaire a la pepsine est la principale responsable
de I'activité protéolytique donnant au fromage une douceur , une texture de beurre et une
saveur crémeuse (Faro et al., 1993 ; Mecedo et al., 1993 ; Silva et Malcata, 2005).

Les fromages (tels que Serra da Estrela) fabriqués avec I'extrait coagulant de Cynara
cardunculus L. ont une texture unique et une saveur caractéristique. Une autre espéce
végétale Cynara humilis L. est également utilisée pour la fabrication de fromages (Esteves
et al., 2002).

Seule la cardosine A a été détectée de I'extrait coagulant obtenu a partir de Cynara
humilis L.. Cette enzyme est similaire a 'enzyme obtenue a partir de Cynara cardunculus
et par conséquent posséde une activité et une spécificité similaires a la chymosine (Pires
et al., 1994). Selon Esteves et al., (1995) et Pires (1998) , la cardosine B obtenue a partir
de C. humilis est beaucoup plus protéolytiques sur la caséine que la cardosine A.

D’autres espéces végétales ont fait I'objet de plusieurs études afin de pouvoir extraire
et donc substituer I'agent coagulant de la présure animale. On effet, Oner et Akar (1993)
ont étudié la ficine, extrait enzymatique du figuier (Ficus carica L.) et ont pu de déterminer
que le rapport de I'activité coagulante a I'activité caséinolytique est trés faible. Ces auteurs
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ont précisés que I'emploi de cet extrait a I'état brut dans la fabrication de fromage est
défavorable.

En Algérie, le pouvoir coagulant sur le lait de vache de certaines protéases extraites
de différentes plantes locales a été étudié puis comparé a celui d’'une présure commerciale
d’origine animale. Il s’agit de la protéase de latex de figuier (Ficus carica L.) (Morsli ,1997 ;
Ball Ibrahima, 2000), celle de cardon sauvage (Cynara cardunculus L.)(Tsouli, 1979 ;
Mouzali, 2001), celle de l'artichaut (Cynara scolymus L.) (Tsouli ,1979 ; Morsli ,1997), ainsi
que la protéase extraite des graines de melon (Cucumis melo L.) (Fernani ,2003 ; Garidi
et Guessou, 2006).

2.3-Les protéases d’origine microbienne

2.3.1-Les protéases d’origine bactérienne

Des études ont permis de mettre en évidence les potentialités de certaines bactéries a
produire des coagulases .Parmi ces bactéries, nous pouvons citer : Bacillus subtilis, Bacillus
coagulans et Bacillus licheniformis (Green ,1977).

Il a été noté que ces enzymes présentaient une activité protéolytique trop élevée par
comparaison a la présure dans les mémes conditions de la coagulation du lait ; les caillés
obtenus manquaient de cohésion (Alais ,1984 ; Mahon et Brown, 1985).

En Algérie , une étude a permis de mettre en évidence la possibilité d’obtenir une
coagulases a partir d’'une souche locale de Bacillus subtilis sélectionnée (Lc33) (Matoub,

2000), et une autre a partir d’'une souche locale de Bacillus subtilis S3 et Bacillus coagulans
(Chemlal, 1998).

2.3.2-Les protéases d’origines fongique

C’est parmi les enzymes fongiques que I'on trouve les protéases coagulantes les plus
satisfaisantes pour la fromagerie car le rapport de leur activité coagulante a leur activité
protéolytique se rapproche de celui de la chymosine .Pratiquement ,trois moisissures ont
été retenues par I'industrie des fermentations pour produire les présures de remplacement ;
ce sont Endothia parasitica ( moisissure parasite du chataigner), Mucor pusillus (moisissure
mésophile du sol) et Mucor miehei (moisissure thermophile du sol) (Desmazeaud, 1981).

Il semble que les cultures a base de Mucor miehei soient les plus utilisées pour les
préparations industrielles d’enzymes coagulantes .Par ailleurs, les enzymes fongiques se
caractérisent par une stabilité thermique analogue a celle de la présure (Gourseaud ,1993).
De méme, contrairement aux protéases bactériennes, les protéases fongiques ont donné
de meilleurs résultats, souvent comparables a ceux obtenus avec la présure (Luquet, 1985).

En Algérie une étude a permis de mettre en évidence la possibilité d’obtenir une
protéase coagulant le lait a partir de culture de Mucor pusillus par Belhamiche (2006). Il
s’est avéré que ses propriétés sont presque relativement similaires a celles de la présure
traditionnelle. De méme Ounes (2004) a pu obtenir un fromage « Edam », fabriqué a partir
de cette protéase.

2.4- Production de la chymosine par voie microbienne

Les techniques du génie génétique ont permis de préparer une présure formée de
chymosine pure. Elle résulte du clonage du géne sur certains micros organismes
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(Escherichia coli, Kluyveromyces et Aspergillus) (Alais et Linden, 1997 ; Mahaut et al.,

2000).

Sur le plan technologique, en ce qui concerne les modalités de la coagulation, de
I'égouttage, de I'affinage et les caractéristiques organoleptiques, aucune différence majeure
n'a été détectée entre les produits obtenus avec les chymosines génétiques et la présure

traditionnelle (Eck, 1990).

lll. LES MECANISMES DE LA COAGULATION DU LAIT

La coagulation résulte d’'un changement irréversible du lait de I'état liquide a I'état
semi solide appelé gel ou coagulum. Les caractéristiques physico-chimiques du gel
conditionnent I'aptitude a I'’égouttage et les caractéristiques finales du fromage (Mahaut et

al., 2000).

La coagulation du lait correspond a une déstabilisation de I'état micellaire originel de
la caséine du lait. En fromagerie, la déstabilisation du systéme colloidal est réalisée soit
par voie fermentaire a I'aide de bactéries lactiques, soit par voie enzymatique a l'aide de

d’enzymes coagulantes, en particulier la présure.

Les mécanismes d’action de ces deux agents coagulants (présure et acide lactique) au
niveau de la micelle sont trés différents. Bien qu’ils conduisent tous deux a la formation d’un
réseau protéique appelé coagulum (gel ou caillé), les propriétés rhéologiques de ce dernier

restent caractéristiques du mode de coagulation (FAO, 1998).

1- La coagulation par acidification lactique

Sous l'action de bactéries lactiques, le lactose se transforme progressivement en acide
lactique. Cette acidification du lait entraine une neutralisation des charges négatives
portées par les caséines ainsi qu’'une déminéralisation progressive des micelles qui se
désintégrent en sous unités micellaires. Dans le méme temps, cette acidification entraine
une solubilisation partielle des caséines a s1 , a sp et K a température ambiante, qui

s’amplifié a 4°C.

Lorsque le pH est voisin de 5(point isoélectrique de la caséine), la charge des
submicelles est trés réduite et la précipitation des caséines s’amorce, la neutralisation des
charges est compléte ; les micelles de caséines floculent et se soudent formant au repos
un gel homogéne qui emprisonne le lactosérum et occupe entierement le volume de lait. Au
cours de la déminéralisation du complexe phosphocaséinate de calcium, le calcium colloidal

migre dans le sérum.

Le gel ainsi formé présente une perméabilité satisfaisante, mais une friabilité élevée
avec une élasticité et plasticité pratiquement nulles dues au manque de structuration du

réseau. (Le noir et al., 1985 ; Mietton et al.,1994 ; Mahaut et al.,2000 ).

2- La coagulation par voie enzymatique

La coagulation par l'action des enzymes protéolytiques (présure ou autre protéase

coagulante) comprend trois phases :
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phase enzymatique ou réaction primaire, au cours de laquelle, la chymosine dégrade
la caséine k de fagon spécifique ;

phase de coagulation ou phase secondaire qui correspond a la formation du gel ;
phase de réticulation ou réaction tertiaire ou protéolyse générale.

La figure 2 résume les trois phases de la coagulation enzymatique du lait.

2.1 —hydrolyse enzymatique de la caséine k

L’hydrolyse enzymatique ou la phase enzymatique correspond a une protéolyse limitée de la
caséine K, portant sur la liaison Phe 105— Met 106 . La chaine peptidique de la caséine k est
ainsi coupée en deux segments inégaux de caractéristiques différentes (Dalgleish ,1993 ;
Alais et Linden, 1997 ; Mahaut et al., 2000 ) :

le segment 1-105 ou para caséine k est hydrophobe, basique et reste intégreé a la
micelle ;

le segment 106-169 ou caséinomacropeptide (C.M.P) est trés hydrophile, acide et
passe dans le lactosérum.

La libération du caséinomacropeptide entraine une diminution de I'électronégativité de la
micelle et donc une diminution des forces de répulsion électrostatique ainsi que du degré
d’hydratation (Mahaut et al., 2000) .

Cette réaction primaire (spécifique) est trés rapide et constitue avec la réaction tertiaire
(non spécifique et lente) de protéolyse générale le premier stade enzymatique de la
coagulation du lait (Cheeseman ,1981 ; Lenoir, 1985 ; Wigley ,1996).
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Figure 2 : Les trois phases de la coagulation enzymatique du lait
(Alais & Linden, 1997).

2.2- Phase de coagulation

A pH 6.6, lorsque 80 a 90 % de la caséine k est hydrolysée, le caséinomacropeptide se
détache de la caséine k et la micelle perd son caractére hydrophile : il y’a diminution de
son degré d’hydratation. Des liaisons électrostatiques, hydrophobes et salins s’établissent
entre les micelles agrégées pour former un gel constitué par un réseau lache emprisonnant
le lactosérum et la matiére grasse. Dans le gel ainsi formé, la caséine est présente sous
une forme fortement minéralisée et ce degré de minéralisation élevé confére au gel présure
des caractéres différents de ceux du gel lactique. Le gel présure est souple, trés corrosif,

imperméable et contractile (Lenoir et al. ,1985 ; Eck, 1990 ; Mahaut et al. ,2000).

2.3 — Phase de réticulation
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Elle consiste en une protéolyse générale et proportionnelle a la concentration en enzyme.
Elle n’intervient pas directement dans le phénoméne de coagulation proprement dite. C’est
une réaction lente et non spécifique car elle concerne toutes les caséines. Elle débute
lentement avec la réaction primaire et se poursuit durant I'affinage.

3 - la coagulation mixte

Elle est réalisée par action conjointe de la présure et de l'acide lactique. Cependant, la
formation du coagulum se fait généralement sous I'action dominante de la présure .C’est
ensuite, progressivement qu’il acquiert des caractéres lactiques. Cette opération se pratique
pour I'obtention de fromages frais (petits suisses, demi-sels, etc.) et de fromages a pate
molle (camembert , brie , etc. ). Selon les pates, il y aura utilisation d’'une dose bien précise
de présure et de levains lactiques (Ramet, 1998).

Le coagulum obtenu présente des caractéres intermédiaires entre ceux des gels
lactiques et de la présure .l est caractérisé par une souplesse et une contractilité moins,
une fermeté et une friabilité plus accentuées que celles du gel présure (Veisseyre, 1975).

IV. LES FACTEURS DE LA COAGULATION
ENZYMATIQUE DU LAIT

De nombreux facteurs sont susceptibles de modifier la coagulation du lait et les
caractéristiques physiques du coagulum :

1 — Concentration en enzyme

Le temps de coagulation est inversement proportionnel a la concentration en enzyme, ce
qui peut se formaliser selon I'équation empirique suivante :

Tc=k/E+ T,

Avec :

Tc =temps de coagulation ;

K = inverse de la constante de vitesse ;
E = concentration en enzyme ;

T4 = temps écoulé entre la fin de la réaction enzymatique et le point de coagulation.

Cette équation empirique est vérifiée entre 25 °C et 40°C et pour un temps de
coagulation compris entre 2 et 40 minutes.

La concentration en enzyme dans les limites utilisées en fromagerie influe aussi sur la
vitesse de raffermissement du gel. Elle n’a en revanche pas d’effet sur la fermeté (Ramet
et Weber, 1980).
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2- Température

La température optimale d’activité de la chymosine et de la pepsine est de 40- 42°C. A
une température inférieure a 10°C , la coagulation du lait ne se produit pas . Entre 10 et
20°C, le temps de floculation est long puis décroit pour devenir minimum vers 40-42°C.Ce
dernier augmente aux températures plus élevées et devient nulle a 65 °C ( température

d’inactivation de la présure ) ( Ramet et Hardy ,1973 ; Ramet et Weber , 1980 ) .

Bien que le temps de raffermissement du gel présure diminue aux dessus de 30°C, on
note que l'indice de fermeté diminue avec I'élévation de la température (Ramet et Weber,

1980).

L'influence de la température sur le temps de coagulation résulte de trois effets (Mietton

etal., 1994) :
La thermo sensibilité de I'enzyme ;
la vitesse d’agrégation ;
et la vitesse de raffermissement du gel.

3- pH

Le pH d’emprésurage joue un réle important sur les caractéristiques du gel et 'abaissement

du pH du lait entraine une réduction du temps de coagulation (Mietton, 1989).

En passant de pH 6,7 a 5,6, la vitesse de coagulation s’accroit. Ceci résulte d’'une
augmentation de la vitesse d’hydrolyse de la caséine k. Cet accroissement de la vitesse
de coagulation par I'abaissement de pH entraine une augmentation de la vitesse de
raffermissement, et par suite une diminution du temps de raffermissement (Kowalchyk et

Olson, 1977 ; Ramet et Weber ,1980).

La fermeté est significativement accrie de pH 6,6 a 6,0, ce qui est d0 a une plus grande
disponibilité du calcium ionisé (Ramet et Weber, 1980). Au dessous de pH 6,0, la caséine
se déminéralise, et la désagrégation de la structure micellaire est accrle jusqu’a devenir

totale a pH 5,2 a 40°C. Il en résulte un affaiblissement du réseau.

En revanche, il n’y a plus de coagulation a des pH supérieurs a 7,0 ; en effet, 'enzyme

est rapidement inactivée (Eck ,1990).

4- Teneur en calcium

La réticulation du gel lors de la coagulation du lait par la présure, impliquant des
liaisons phosphocalciques, est particulierement influencée par la teneur et la nature du
calcium présent .L’addition du CaCly entraine une augmentation du calcium ionisé et du

calcium colloidalayant pour conséquence une augmentation de la taille des micelles et un

abaissement du pH par dissociation des groupements phosphoriques et carboxyliques des
protéines.Le temps de prise est plus court et la fermeté du gel est plus élevée (Alais, 1984 ;

Lenoir ,1985).
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MATERIEL & METHODES

|. MATERIEL BIOLOGIQUE

1- Matiéres premiéres employées

Deux sources de matiéres premiéres ont fait 'objet de notre étude pour I'obtention d’extraits
coagulants (protéases). Ces matiéres premiéeres sont représentées par :

Le pro ventricule ou le ventricule succenturié provenant du systeme digestif du poulet
(Gallus gallus)(Figure 3).

La muqueuse stomacale ou I'estomac provenant du systéme digestif du limon
(Seriola sp.)(Figure 4).

Le choix que peut présenter ces deux matiéres premiéres (avicole et marine) tient compte de
certains critéres, tels que :possibilité de se procurer facilement des quantités suffisantes de
ces tissus pour isoler les protéases (notamment la pepsine),teneur de 'enzyme recherchée
(pepsine) dans ces tissus et donc leur emploi comme substituts a la présure constituerait
la valorisation de ces co-produits d’abattage.

La présure commerciale, habituellement utilisée en technologie fromagére, a été
employée dans notre expérimentation pour I'étude de la caractérisation des préparations
enzymatiques purifiées. Elle provient de la LFB de Boudouaou sous forme de poudre. Son
activité enzymatique est exprimée en force coagulante (Unité Soxhlet) (TSOULI ,1979).

La concentration de la présure est ajustée par dilution dans du tampon acétate a 0.1
M ; pH=5 pour avoir le temps de coagulation nécessaire.

2-Obtention et préparation des matiéres premiéres

2.1-Obtention

Les pro ventricules de poulet qui sont disponibles pendant toute 'année sont obtenus au
niveau d’un complexe avicole de Bordj El-Bahri. Les estomacs de limon sont obtenus au
niveau de la pécherie de Bab EI-Oued. Cette matiére est disponible hors saison de la période
de reproduction du limon.

La quantité de matiéres premiéres récupérées pour les besoins de nos essais est
d’environ 500 g pour I'origine avicole et 500 g pour l'origine marine.

2.2-Préparation

Les matiéres premiéres d’origine avicole et marine, récupérées a [l'état frais, sont
acheminées au laboratoire dans une glaciére. Elles sont aussitét débarrassées de leurs
contenus et de leurs graisses , lavées d’abord a I'eau courante puis a I'eau distillée ,
découpées en morceaux ,conditionnées dans des sacs en plastique et enfin congelées a
-18°C.
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Il. EXTRACTION DE L’ENZYME

Les pro ventricules de poulet ainsi que les estomacs de limon sont décongelés et broyés a
I'aide d’un mixeur (type : appareil ménager) dans quatre solutions différentes (annexe 1) :
NaCl a 5% , tampon acétate ( 0,1 M ; pH 5 ) , tampon citrate (0,1 M ; pH 5) et tampon
phosphate (0,1 M ; pH 5) . Un rapport de 1/3 (masse de la matiére / volume de la solution
d’extraction) est pris en considération.
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Figure 3 : Anatomie de I'appareil digestif des gallinacées

(Larbier & Leclerq, 1992).
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Figure 4 : Schéma du tube digestif de limon (Seriola sp.)
(Gas & Noaillac-Depeyre, 1981).

Ces préparations sont congelées a — 18°C pendant 24 heures pour détruire les
structures cellulaires et favoriser le passage du suc enzymatique dans la solution |,
décongelées a +4°C puis mises a macérer a 25°C pendant 3 a 4 heures. Les préparations
macérées sont filirées a travers une gaze afin d’éliminer les débris cellulaires grossiers. Le
filtrat est centrifugé a 3200g pendant 15 minutes (RIFAAT et al., 1970) puis filtré sur papier
filtre .Le surnageant obtenu est ajusté a pH 5 pour la stabilisation de I'enzyme (figure 5).

Activation de la pepsine avicole et marine

La pepsine est sécrétée dans la muqueuse gastrique des mammiféres sous forme d’un
précurseur inactif le « pepsinogéne ». Ce dernier passe sous forme active la « pepsine »
par une protéolyse limitée (Glick et al., 1986 et 1989).

L’activation de la pepsine d’origine avicole et marine nécessite un abaissement de pH
de la solution enzymatique jusqu’a pH 2 a l'aide de l'acide chlorhydrique concentré. Un
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temps de 15 minutes est suffisant pour cette activation , ensuite le pH est réajusté a 5 a

I'aide de la soude pour la stabilité enzymatique ( Haard et al.,1982 ).

Clarification des extraits enzymatiques

Aprés activation, les extraits enzymatiques sont clarifiés par ajout de 1% (v/v) d’une solution
de sulfate d’aluminium Alx(SO4)3 1M et 5% (v/v) d’'une solution de sulfate disodique Nap

SOy4 1M |, portés a 35°C. Aprés agitation et repos de 5 minutes a 35°C, le mélange est
centrifugé a 2500g pendant 15 minutes puis filtré. On obtient ainsi I'extrait enzymatique brut.

Celui-ci est congelé a -18°C et servira ultérieurement.

lll. METHODES DE PURIFICATION

Les pepsines de poisson ont été purifiées principalement par précipitation avec le
sulfate d’ammonium suivie par une dialyse, une chromatographie d‘échange ionique, une
chromatographie d’exclusion moléculaire et une électrophorése (Gildberg et Raa ,1983 ;

De-Vecchi et Coppes, 1996 ; Simpson, 2000).

Les extraits coagulants clarifiés obtenus a partir de pro ventricules de poulet de

'estomac de limon sont purifiés selon les méthodes résumées par la figure 6.

1- Précipitation différentielle au sulfate d’ammonium

L’addition de sulfate d’ammonium a une solution protéique provoque une déshydratation et
une précipitation des protéines, induisant ainsi le phénoméne de « relargage » ou « salting-
out ». Ce résultat est di essentiellement a la compétition entre les ions salins ajoutés et
les autres solutés dissous pour la solvatation des molécules. Les protéines précipitées par
« salting-out » ne sont pas dénaturées et les ions qui diminuent leur solubilité stabilisent

leurs structures natives (Voet et Voet, 1998).
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PRO YENTRICULES  ESTOMACS

L
Brovage : (1I'3) Dlasse de la matifre preraére [volune de la solution tarmpon acétate
(0,1N ;pH 5).

Congélation (-13°C 1 24 heures).

L
Décongélation +4°C)

L
Macération (xvec agitation douce ;3 & 4 heures).

L
Filiration sur gaze

L
Centrifugation (3200g § 15 minutes).

L
Filiration (papier wathroan).

L
Stahilité enzymatique (abaizzernent du pH jusgn’a 2 avec HOL concentrd, Lprés 15
tnirmte, réajusternent du pH jusgqu’a 5 avec HaOH).

L
Clarification { 1% sulfate dalurairdure, 1 + 33 sulfate disodigque, 10T 4 35°C
pendant Ouelgues rinutes avec agitation).

L
Centrifugation 12500z [ 15 matroates).

Filiration (papier wathrman).
L
Exirait enzymatigque hrut  (conseré 4 -13°0C).
Figure 5 : Les principales étapes suivies pour I'obtention des extraits coagulants bruts
a partir de pro ventricules de poulet (Gallus gallus) et des estomacs de limon (Seriola sp.).
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Exirant ennanatigue
B darifie
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Dhalyse i 4°C pendart 24 hewres cordre Ie
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Lyophilisation

l
Carachérisation des exirails ¢ oagulands purifiés

Figure 6 : Les différentes étapes suivies au cours de la purification
des extraits enzymatiques bruts obtenus a partir de pro ventricules
de poulet (Gallus gallus) et des estomacs de limon (Seriola sp.)

La précipitation des extraits enzymatiques clarifiés est réalisée sous agitation lente par
addition progressive de sulfate d'ammonium a des taux de saturation variant de 10% a
80% .Les solutions enzymatiques ainsi saturées sont mises a décanter pendant 16 heures a
+4°C puis centrifugées a 10000 tr / minutes pendant 30 minutes a + 4°C. Les surnageants et
les culots sont récupérés pour estimer 'activité enzymatique selon la méthode de Berridge
modifiée par Collin et al. (1977). Le culot est mis en suspension dans la solution tampon
acétate (a 0,1M ; pH=5) pour étre dialysé.

2 -Dialyse

38

La dialyse, qui n’est pas une technique chromatographique, est utilisée systématiquement
pour changer le solvant dans lequel sont dissoutes les macromolécules. C’est une
technique qui permet de séparer les molécules selon leur taille, grace a l'utilisation de
membranes semi-perméables qui présentent des pores de taille inférieure aux dimensions
macromoléculaires. Ces pores permettent aux petits molécules, telles que : sels, solvant et
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de petits métabolites de diffuser au travers de la membrane mais bloquent le passage de
molécules plus grandes (Voet et Voet ,1998).

La suspension protéique précipitée est placée dans un tube fait d'une membrane semi-
perméable dont le seuil de rétention est égal a 5000 Daltons. On referme les deux bouts
du tube. Le sac a dialyse ainsi formé est placé dans la solution de contre dialyse (Tampon
acétate a 0,1 M ; pH=5) pendant 24 heures a +4°C, sous agitation lente. La solution tampon
de contre dialyse est renouvelée toutes les 4 heures.

3-Chromatographie par échange d’anions

Comme le pHj de la pepsine est inférieur ou égale a 1, on a opté pour un échangeur
anionique : le DEAE cellulose A52.

La chromatographie échangeuse d’anions permet de séparer les protéines selon leurs
charges. En effet, sur une phase stationnaire échangeuse d’anions, les protéines chargées
négativement seront retenues. Par contre, les protéines chargées positivement sont éluées
en premier. En suite, les protéines retenues sur 'échangeur anionique sont ensuite éluées
en modifiant la force ionique de I'éluant.

Dans notre étude, le DEAE cellulose (DE 52) en solution (2 g / 20ml du tampon acétate
0,1 M ajusté a pH=5) est dégazé puis versé dans la colonne (1 x 20 cm), fixée verticalement
et équilibrée avec le méme tampon.

Un volume de 1ml de solution enzymatique concentrée est déposé délicatement sur la
surface du gel. L’élution des protéines non adsorbées se fait avec le tampon acétate (0,1
M ; ajusté a pH=5) sous un débit constant de 45 ml / heure. Aprés avoir éliminer toutes les
protéines non adsorbées (D.O= 0 nm), on place I'appareil de gradient linéaire NaCl de force
ionique allant de 0 a 0,5 M préparé dans le méme tampon pour I'élution des protéines.

La lecture de I'absorbance des fractions éluées est réalisée a 280 nm. Les fractions
présentant une activité coagulante sont rassemblées et dialysées contre le tampon acétate
(0,1 M ; pH=5) pendant 16 heures a + 4°C.

4-Chromatographie par gel — filtration

Dans la chromatographie par gel — filtration, appelée également chromatographie par
exclusion ou par tamisage moléculaire, les protéines sont séparées suivant leur taille et leur
poids moléculaire. Ici le gel est constitué de grains poreux calibrés.Les molécules les plus
grosses sont recueillies les premiéres, les autres plus petites sont éluées tardivement.

Nous avons utilisé comme support le gel sephadex G-75 (gel livré sous forme de poudre
extra- fine) dont le domaine de fractionnement est compris entre 30 000 et 70 000 Daltons.
12 a 14 g de gel G-75 sont mis a gonfler dans la solution tampon acétate (0,1 M ; pH=5)
pendant 24 heures a température ambiante puis dégazés dans un erlen meyer muni d’un
dispositif permettant de faire le vide . Le contenu de I'erlen meyer est agité constamment
pour permettre au gaz de s’échapper.

Le remplissage de la colonne (1,5 x 30 cm) se fait au fur et a mesure que le gel se
décante dans la colonne, tout en évitant la formation de bulles d’air, ce qui pourrait modifier
la régularité du débit.

Un volume de 1 ml d’extrait enzymatique est élué avec le tampon acétate (0,1 M ; pH
5) avec un débit de 14,4 ml / heure. La lecture des densités optiques est réalisée a 280
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nm. Les fractions douées d’'une activité coagulante sont rassemblées et concentrées puis
conservées.

5-Concentration avec le saccharose

Elle consiste a réduire la quantité d’eau présente dans I'échantillon en utilisant le principe
de dialyse contre le saccharose. Les extraits coagulants bruts ainsi que les fractions
actives, recueillies aprés chaque étape de purification (échange d’anions, gel -filtration),
sont réparties dans les sacs se dialyse puis placées sur une couche de saccharose dans
un récipient maintenu a + 4°C pendant 2 a 3 heures.

6- Lyophilisation

La lyophilisation est un procédé de concentration et de conservation des protéines.

Elle comporte deux étapes ; la congélation puis la sublimation (passage sous vide
directement de I'état solide a I'état vapeur) (Kamoune, 1998). Les fractions actives
rassemblées sont congelées et lyophilisées..

IV. ETUDE DES EXTRAITS COAGULANTS BRUTS ET
PURIFIES

1- Mesure de I'activité coagulante

L’activité coagulante est déterminée selon la méthode de Berridge (1945) modifiée par Collin
et al. (1977). Cette méthode permet d’exprimer 'activité de I'extrait enzymatique en unité
de présure (UP), qui correspond a la quantité d’enzyme nécessaire pour coaguler 10 ml de
substrat standard en 100 secondes a 35°C.

L'unité de présure est calculée selon I'expression suivante :

10 x°W
T & w

UP =

Avec :

UP= unité de présure ;

V= volume du lait ajusté a pH 6 ,4 et porté a une température de 35°C ;
v= volume de la solution enzymatique ;

t= temps de coagulation du lait en secondes.

1.1-Préparation du substrat de Berridge

Le substrat utilisé pour la mesure de l'activité coagulante est du lait écrémé reconstitué du
type « low heat » (Berridge, 1945 ; in Collin et al ., 1977).
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Une quantité de 12 g de lait en poudre écrémé ( lait en poudre écrémé utilisé par la LFB
de Boudouaou) est dissoute dans 100 ml de solution de chlorure de calcium (CaCly ) 0.01

M sous agitation magnétique douce pendant 30 minutes. Le pH de substrat ainsi préparé
est ajusté a 6,4. Le lait, ainsi reconstitug, est maintenu pendant 30 minutes au bain marie
a 35°C pour sa stabilisation.

1.2-Mesure du temps de coagulation

Le temps de coagulation du lait est déterminé selon la méthode décrite par Collin et al.,
(1977) qui consiste a ajouter 1 ml de la solution enzymatique a 10 ml du substrat de Berridge
(Figure 7) .

Le temps de coagulation du lait par les enzymes est mesuré a partir du moment de
I'addition de la solution enzymatique jusqu’au moment ou les premiers flocons de caséines,
adhérant a la paroi interne du tube a essai incliné et subissant une lente rotation dans un
bain marie a 35°C, sont visibles a I'ceil nu.

Subsirat Lait écrémé en pondre low heat reconstitug
122 £ 002z dissons dans 100wl de solution agueuse
1 CalZl (0,011
Agitation Lotation magnétique douce pendant 30 ranutes
Lster le pH dusubstrat 4 6,4 avec MaOH D1 N
1
Repos & terrpérature arbiante pendant 60 ruanuates.
1
Répartition Dare des tubes 4 essal 4 raison de 10 wd J ke,
1
Incubation Diang un bain marle 4 35°C pendant 30 ranutes.
1
Addition 01 red denzyrne.
1!

Homogénéisation  [rmédiate par une agitation marnnelle rapide.
L

Trois retournements successifs
aprés 30 secondes de terps zéro.

L
Ohservation de 1'apparition des flocons

Figure 7 : Mesure du temps de coagulation selon la
meéthode de Berridge (1945), modifiée par Collin et al. (1977).
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2- Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines totales des extraits coagulants a été réalisé par la méthode de

Kjeldahl et par celle dite de Lowry.

2.1- Méthode de Kjeldahl

La matiere azotée totale d’un échantillon est déterminée conventionnellement par la
méthode de Kjeldahl (annexe 2). Le principe de cette méthode consiste a transformer 'azote
organique en sulfate d’ammonium sous l'action de I'acide sulfurique concentré a chaud
en présence d’'un catalyseur approprié et de doser, aprés déplacement en milieu alcalin
et distillation, 'ammoniac formé, recueilli dans de l'acide borique, a l'aide d’'une solution

sulfurique (N/50) (Jarrige.1989).
Les résultats sont exprimés en pourcentage de matiere séche (% MS).

2.2-Méthode de Lowry

Cette méthode a été développée par Lowry et al. (1951) qui ont combiné une réaction
au biuret et une réaction au réactif de Folin-Ciocalteu (annexe 3). Ce dernier, a base de
phosphomolybdate et de phosphotungstate, réagit avec les tyrosines et les tryptophanes
pour donner une coloration bleue qui s’ajoute a celle de biuret. L'addition au réactif du sulfate

de cuivre augmente considérablement la sensibilité de la méthode.

L'intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration protéique contenue
dans les extraits. Cette concentration est déterminée a I'aide d’une courbe étalon établie en

utilisant le sérum d’albumine bovine (B.S.A a 200ug / ml) comme protéine standard
(Figure 1, annexe 3).

3- Mesure de I’activité protéolytique des extraits coagulants purifiés

La mesure de I'activité protéolytique des extraits coagulants purifiés est déterminée par la

méthode de Green et Stackpoole (1975) (annexe 4).

L’objectif de cette mesure est I'évaluation du taux de dégradation du substrat (Caséine)
pendant la réaction primaire. Pour cela, on mesure la concentration en produits d’hydrolyse
de la caséine, solubles dans de I'acide trichloracétique (T.C.A) a 12 %. Le dosage des
peptides solubles est effectué selon la méthode préconisée par Lowry et al. (1951) (Annexe

3).

Les résultats s’expriment en terme de concentration de tyrosine (ug / ml) d’extrait
enzymatique (Federici, 1982) par référence a une courbe étalon, établie a partir de

concentration croissante en tyrosine, variant de 10 a 100pg/ ml (Figure 1, annexe 4).

Pour I'étude de l'activité protéolytique, la concentration des extraits coagulants est
ajustée de fagon a obtenir un temps de coagulation voisin de 5 minutes, selon les conditions

standard de mesure de I'activité coagulante.

V. CARACTERISATION DES EXTRAITS COAGULANTS

PURIFIES
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La caractérisation des extraites enzymatique purifiée consiste a déterminer les conditions
optimales de I'activité coagulante en fonction de certains paramétres. La mesure de I'activité
coagulante est déterminée en mesurant le temps de coagulation selon la méthode de
Berridge (1945) modifiée par Collin et al. (1977).

Une dilution préalable des extraits coagulants est réalisée afin d’obtenir un temps
de coagulation compris entre 05 et 10 minutes sur un substrat standardisé (substrat de
Berridge).

1- Détermination de la température optimale d’activité

La température optimale de coagulation du lait a été déterminée en portant le lait a
différentes températures de 25°C a 65°C.

2- Influence de pH du lait

L'influence de pH du lait sur 'activité coagulante de I'extrait enzymatique a été déterminée
en faisant varier le pH du lait de 5,0 a 7,0.

3- Détermination de la concentration optimale de CaCl2o

L'influence de la concentration en CaClosur 'activité coagulante a été déterminée en faisant
varier la concentration du lait en ions CaClade 0,01 M a 0,09 M.

4- Influence de la concentration en extrait enzymatique

Les activités coagulantes ont été déterminées en faisant varier la concentration en protéines
de I'extrait de 20 uyl a 200 pl .

5- Etude de la stabilité des extraits enzymatiques

5.1- Stabilité thermique

La stabilité thermique des extraits a été étudiée en mesurant leur activité coagulante
résiduelle apres incubation des extraits enzymatiques a des températures variables de 30
a 60°C pendant 30 minutes.

5.2- Stabilité au cours de la conservation

Les extraits coagulants sont conservés a +4°C et a —18°C pendant 03 mois . L'activité
résiduelle est mesurée périodiquement.
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RESULTATS & DISCUSSION

|. RESULTATS DES EXTRACTIONS

1- Quantité de matiére premiére récupérée

Aprés pré-traitement, la quantité totale de matiére premiére fraiche récupérée est de I'ordre
de 6,63 g et 10 g respectivement a partir d’'un pro ventricule de poulet et d’'un estomac de
limon.

2- Détermination de la méthode d’extraction
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Pour mieux caractériser les pepsines de poulet et de limon , nous avons jugé utile d’effectuer
un essai comparatif en utilisant trois solutions tampons différentes a 0,1 M et pH 5 ( pH de
stabilité de 'enzyme ) et une solution salinea 5 % .

L'ensemble des extractions a été réalisé sur la masse fraiche. Le choix de la solution
d’extraction adéquate est représenté par la mesure du temps de coagulation le plus court
selon les conditions standards de mesure de I'activité coagulante.

Afin de pouvoir mieux comparer les deux extraits bruts, nous avons rapporté nos
résultats a la méme prise d’essai (50 g ) . Les résultats obtenus sont représentés par le
tableau 11.

solutions Temps de coagulation { ensecondes )
d'extraction Foulet Lirman
Acetate de Ma
(04 MetpH5) f.5 44
Citrate de Ma
(0,1 M etpH 5 1 24
Fhosphate de Ma g 50
(01 MetpHa)
MaCl{a%) 13 a1

Tableau 11 : Temps de coagulation obtenus avec les différentes
solutions d’extraction pour les deux extraits bruts de poulet et de limon .

D’aprés le tableau 11, nous constatons que c’est la solution tampon acétate qui
semble nous donner le meilleur rendement pour les deux extraits bruts avec un temps
de coagulation de 7,5 secondes pour la pepsine de poulet et 44 secondes pour la
pepsine de limon. Cependant, nos résultats sont relatifs et restent propres a nos conditions
expérimentales.

Morsli (1997), en utilisant plusieurs solutions d’extraction (acétate de Na, NaCl a 5% et
acide borique a 0,2 %), obtient le méme temps de coagulation pour la pepsine de poulet (7,5
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secondes). Maachou (2004), avec le tampon acétate, obtient un temps différent du notre en
ce qui concerne la pepsine de limon (30 secondes).

Sanchez-Chiang et al. (1987) ont noté que I'activité des extraits de poisson dépend de
plusieurs facteurs a savoir la variété, 'espéce, I'état physiologique et la période de la péche.

Les extraits enzymatiques obtenus a partir des pro ventricule de poulet et estomac de
limon se caractérisent par :

une couleur relativement trés claire et une odeur peu prononcée ;
une activité coagulante de 13,33 Up/ ml pour 'EEB de poulet et 2,27 UP/ ml pour

'EEB de limon ;

une force coagulante de 1/ 3200 pour 'EEB de poulet et 1 /545,45 pour 'EEB de
limon ;

un taux en protéines de 147.3 mg / ml pour 'EEB de poulet et 35 mg / ml pour 'EEB
de limon.

Il. PURIFICATION DES EXTRAITS COAGULANTS
BRUTS

La purification a pour objectif principal d’obtenir une protéase pure. Pour isoler la protéine
coagulante des autres protéines contaminantes, les extraits enzymatiques issus de pro
ventricule de poulet et d’estomac de limon vont subir plusieurs étapes de purification. A prés
chaque étape, I'activité coagulante totale, la quantité totale de protéine, I'activité spécifique,
le rendement en activité ainsi que le facteur de purification pour les deux pepsines sont
déterminés.

1 — Précipitation différentielle au sulfate d’ammonium

Les valeurs, illustrées par le tableau 12, nous permettent de constater que la précipitation
est totale a un taux de saturation de 50 % pour I'extrait brut de limon et I'extrait brut de
poulet. Les précipités de poulet et de limon ainsi recueillis sont récupérés dans un minimum
de tampon acétate de Na (0,1 M, pH 5), dialysés puis concentrés avec du saccharose. Ces
derniers vont constituer les extraits enzymatiques pour la suite de notre étude.

. Temps de coagulation { secondes ) Temps de coagulation { secondesz )
Taux de saturation . . .
en [ NH, 1 50, (%) pour'EEB de poulet pour'EEB de liman
Surnageant Culat Surnageant Culat
10 an 170 143 220
20 120 120 284 175
20 260 G0 S00 122
<0 (alalll] 20 Q25 102
a0 0 23 0 aa
(a1l 0 23 0 an
FiL 1] 23 1] an

Tableau 12 : Précipitation différentielle des extraits
enzymatiques bruts de Poulet et de limon au sulfate d’ammonium
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2- Purification de I'extrait coagulant obtenu a partir de pro ventricule
de poulet
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L’extrait enzymatique précipité au sulfate d’ammonium a 50% de saturation , dialysé puis
concentré avec du saccharose présente , d’aprés le tableau 13 , une activité de l'ordre
52,60% par rapport a I'activité initiale et un facteur de purification de I'ordre de 2,22 .

Le profil de la chromatographie sur DEAE cellulose (A-52) du précipité au sulfate
d’ammonium a 50% de saturation (1095mg) montre , d’aprés la figure 8, deux pics distincts.
L'activité coagulante, constatée dans le deuxiéme pic, est éluée a une concentration en
NaCl de 0,29 a 0.32 M. Cette étape a permis d’obtenir un facteur de purification de 12, 34
et un rendement en activité égale a 29,03%.

Abzorbance 3 220 nm —e— Act coagulante (up'ml) MaCl({ bt}

3.5 0.5

e - 0.5
= 25 =
[ - 0.9 o
@ i
m 2 c
u P03 C
LRER ;
f -0z2 3
4 1 =
5]

as + - 0,1

|:| = rHHHHH 00000, 'l:l
TR ALESYFELDERA
Fractions

Figure 8: Profil d’élution sur DEAE-cellulose (A52) de I'extrait
coagulant de poulet apres précipitation au sulfate d’'ammonium a 50%
de saturation .( colonne (1x 20cm ) , tampon d’élution acétate ( 0,1
M, pH 5), gradient NaCl (0-0,5M), débit :54 mi/h , fraction :1,8 ml ).

Bohak (1969) a conclu que la chromatographie sur DEAE-cellulose du pepsinogene de
poulet fait ressortir trois pics de protéines ; pic 1 a 0,15 M NaCl, pic Il a 0,28 M NaCl et le
pic Ill a 0,45-0,5 M NaCl. Toujours selon le méme auteur, la re chromatographie sur DEAE-
cellulose fait apparaitre que le matériel peptidique correspond au pic Il a 0,28 —0,30 M NaCl.
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Parametres | Activite Proféi Activité | Rendement Facteur de
coagulanie (m;ﬂ specifique | en aciiviié “ “Iﬁu
Etapes i il P atien
e (UF) (UP fmg) (%)
EEB
413,33 4566,3 0,09 100 1
(poulet)
S0% de
saturation 417,539 1095 0,20 52,60 2,22
Echange
VMSEHEE L 1on 108 1,25 20,03 1234
d’anions
Filtration
33,33 18 1,25 &,06 20,57
sur gel

Tableau 13 :Résultats des étapes de purification de la pepsine de poulet .

La chromatographie d’exclusion moléculaire de la fraction active issue de la
précédentechromatographie a montré deux pics d’élution dont le premier est doué d’'une
activité coagulante alors que le second est inactif (figure 9 ) .

La filtration sur gel a permis d’obtenir , d’aprés le tableau 13, un facteur de purification
élevé de l'ordre de 20,57 , une activité spécifique également élevée (1,85 UP/mg prot. ) et
un faible rendement en activité ( 8,06% ) . De plus 0,39 % des protéines totales ont été
récupérées lors de cette étape de purification.

L'obtention d’un faible rendement en activité peut s’expliquer soit par une perte en
activité, soit par une dilution de I'enzyme au cours de la purification.

Suite a des travaux de recherche portant sur la purification de la protéase de graines de
melon et la pepsine ovine aprés précipitation au sulfate d’'ammonium a 50% de saturation ,
Fernani (2003) et Slamani (2004) ont obtenu respectivement des rendements de 'ordre de
25% et 12,5 %. Morsli (1997) a noté, lors de la purification de I'extrait coagulant brut de
poulet, un rendement en activité de I'ordre de 37,5 %. Cependant, Bohak (1969) a obtenu
aprés chromatographie sur gel filtration du pepsinogene de poulet un rendement en activité

assez éleve (61,64%) et une activité spécifique égale a 3,5 x103 U /mg de prot.

Belhamiche (2005) a obtenu un rendement en activité de I'ordre de 10,03%, lors de
la purification de la coagulase de Mucor pusillus, précipitée au sulfate d’ammonium a 80%
de saturation.
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Figure 9 : Profil d’élution sur sephadex G-75 de la fraction active de
poulet, issue de I'échangeuse d’anions (Colonne (1,5 x 30cm), tampon
d’élution acétate (0,1 M ; pHb5), débit : 14,4 ml/h, Fraction : 1,2 ml).

3- Purification de I’extrait coagulant obtenu a partir de 'estomac de
limon

48

La pepsine de limon, aprés précipitation au sulfate d’ammonium a 50% de saturation, dialyse
et concentration avec du saccharose, présente une activité de I'ordre de 63,09% par rapport
a l'activité initiale et un facteur de purification égale a 5,03 (tableau 14).

Le profil de la chromatographie par échange d’anions sur DEAE-cellulose (A 52) ,
illustré par la figure 10, montre trois pics dont un seul (le troisiéme) est doué d’une activité
coagulante . La pepsine de limon est éluée avec le gradient NaCl a une concentration égale
a 0,35-0,39 M.

Nous avons enregistré au cours de cette étape une augmentation du facteur de
purification de I'ordre de 13,38. Ce dernier est Iégérement plus élevé que celui obtenu avec
la pepsine de poulet (12,34). Le rendement en activité est de 34,68 % alors que celui obtenu
avec la pepsine de poulet est de I'ordre de 29,03%.
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Figure 10 : Profil d’élution sur DEAE-cellulose (A52) de la pepsine de limon aprés
précipitation au sulfate d’'ammonium a 50 % de saturation .(Colonne (1 x 20 cm), tampon
d’élution acétate (0,1M ; pH 5), gradient NaCl 0-0,5M, débit : 54mi/h, fraction : 1,8ml).

Artirité Proted Actirite | Rendement Factour de
coagulanie (m;“ spécifique | enactivie | Facteurd
Etapes | P anen
e (UP) (UP 'mgz) ()
EEB
_ 10,45 1085 0,065 100 1
(limon)
50 % de
e | 4444 136 0,44 63,00 5,03
Echange
i Y 22108 0,27 3468 13,32
d’anions
Filtration
=l 5,74 161 13,10 24,74
sur gel

Tableau 14 : Résultats des étapes de purification de la pepsine de limon .

Le profil de la chromatographie d’exclusion moléculaire sur sephadex G-75 de la
fraction active, issue de I'échangeuse d’anions, montre trois pics d’élution (figure 11). Le
test d’activité indique que seul le deuxiéme pic est actif.

Un facteur de purification de I'ordre de 24,74 a été obtenu avec une activité spécifique
assez élevée (1,61 UP/mg prot.) et on constate que le rendement en activité baisse jusqu’a
atteindre une valeur de 13,10 % .Ce dernier est plus élevé que celui obtenu avec la pepsine
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de poulet (8,06 %). De plus la gel filtration a permis de récupérer 0,53 % des protéines

totales.

Beltagy et al. (2004) ont rapporté , aprés purification sur gel filtration d’'une protéase
acide de poisson ( Tilapia nilotica) , que le pic actif présente un facteur de purification égale
a 18,36 avec une activité spécifique de I'ordre de 1,10 U/mg protéines et un rendement en

activité de 12,14 % .

Suite aux travaux de recherche portant sur la purification de la pepsine de poisson
aprés précipitation au sulfate dammonium a 50 % de saturation, Maachou (2004) a obtenu

un rendement en activité égale a 23%.
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Figure 11 : Profil d’élution sur sephadex G-75 de la fraction active de
limon, issue de I'échangeuse d’anions .(Colonne (1,56x30 cm), tampon
d’élution : acétate (0,1M ; pH 5), débit : 14,4 mi/h, fraction : 1,2 ml).

lll. CONCLUSION

Les pro ventricules de poulet présentent 'avantage d’étre obtenus en grande quantité au
cours de I'année. Par contre les estomacs de limon restent dépendant de la période de

reproduction du poisson.

L'analyse des résultats relatifs aux extractions nous a permis de constater que la
force coagulante optimale pour les deux préparations brutes est obtenue avec la solution
tampon acétate sodique. Par rapport a la présure commerciale dont la force est de 1/10000,
les résultats obtenus lors de nos essais restent faibles (1/3200 pour I'extrait de poulet et

1/545,45 pour I'extrait de limon).
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Cependant, la présure représente un extrait purifié dont le taux en protéines totales
(1,23 mg/ml) représente directement le taux d’enzyme en solution. L’extrait brut de poulet
présente la plus forte activité (13,33 Up/ml) et une concentration en protéines égale a 147,3
mg/ml. L'extrait brut de limon, quant a lui présente une activité égale a 2,27 Up/ml et une
concentration en protéines totales, environs 4 fois plus petite que celle du poulet (35 mg/ml).

L'analyse des résultats relatifs aux purifications montre que la précipitation des
protéines, contenues dans les extraits bruts de poulet et limon au sulfate d’ammonium a
différents pourcentages de saturations, est totale a 50 %. L’étape du relargage permet une
augmentation de I'activité spécifique qui passe de 0,09a0,20Up/ml pour I'extrait de poulet
et de 0,065a0,44 Up/ml pour 'extrait de limon.

En fin de purification , nous avons constaté que la pepsine de poulet est concentrée
environ 20fois .En effet, I'activité spécifique passe de 0,09 dans I'extrait brut a 1,85 dans
I'extrait purifié, soit un rendement d’activité de 8,06%. Ce qui correspond a une perte de
92,94% de l'activité initiale. La pepsine de limon, quand a elle, est concentrée 25fois. Et
présente un rendement d’activité supérieur a celui de la pepsine de poulet (13,10%), ce qui
traduit a une perte de 86,9% de I'activité initiale.

En définitif, nous pouvons dire que la purification nous a permis d’éliminer une partie
importante des protéines inactives et indésirables contenues dans les extraits bruts. En
effet, 0,39% des protéines totales ont été récupérées pour la pepsine de poulet et 0,53%
pour la pepsine de limon.

Il serait intéressant de compléter la purification par une technique plus fine :
I'électrophorése afin de mieux apprécier I'analyse des profils chromatographiques obtenus
par gel filtration et d’estimer la masse moléculaire des enzymes étudiées. Bien que des
études ont confirmé 'homogénéité des extraits de poulet et limon, dans notre recherche,
des contraintes n’ont pas permis de mener a bien ces essais d’homogénéité.

IV. Caractérisation des extraits coagulants purifiés et

de la présure

1- Activité coagulante comparée des extraits coagulants du poulet, de
limon et de la présure en fonction de la température du lait.

La détermination de la température optimale d’activité des trois préparations coagulantes a
été réalisée en mesurant le temps de coagulation a différentes températures du lait allant
de 25260 °C.

La figure 12 indique un comportement Iégérement différent des enzymes étudiées. En
effet, 'optimum d’action pour la pepsine purifiée de poulet est obtenue a une température
du lait égale a 40°C. Par contre, la pepsine purifiée de limon et la présure ont un optimum
d’action a 45°C.

Nous constatons d’aprés cette figure que la pepsine de poulet et celle de limon sont
complétement inactives a une température du lait égal a 55°C. Par contre, la présure devient
inactive a 60°C.

51



Etude comparative de deux protéases coagulant le lait, extraites de pro ventricules de poulet
(Gallus gallus) et d’estomacs de limon (Seriola sp.)

52

—s— Présure Poulet Litnon

vagulante relativel % |
=
1

&
o

Aotivite oo

Temperature (*C)

Figure 12 : Activité coagulante des deux extraits purifiés
et de la présure en fonction de la température du lait .

Selon Garnot et Martin (1980), la présure présente une activité coagulante a une
température voisine de 40 °C. Bengana (2001) a trouvé que I'optimum d’activité pour la
chymosine et la pepsine bovine est a 45 °C.

Haard et al. (1982) ont signalé que la température optimale de coagulation pour la
pepsine de poisson est de 30°C, celle pour la pepsine bovine et porcine se situe entre
30-50°C.

Morsli (1997) indique un optimum d’activité a 40 °C pour la pepsine purifiée de poulet.
La pepsine purifiée d’ovin présente selon Slamani (2004) une température optimale d’action
voisine de 52 °C. Maachou (2004 ) a noté un optimum d’action a 55°C pour la pepsine purifiée
de limon et cette derniére serait inactive a 60°C.

Les coagulases d'origine végétale et microbienne présentent en général une
température optimale d’activité plus élevée par comparaison aux protéases d’origine
animale. En effet, Morsli (1997) a noté que 'optimum d’action pour la cynarase de l'artichaut
est a 60°C et celui de la ficine du latex de figuier est a 80°C. L'optimum d’activité coagulante
pour I'extrait brut de fleurs de cardon est obtenu, selon Mouzali (2001), a une température
du lait égale a 65°C. Fernani (2003) a indiqué que la température optimale de coagulation
de la protéase purifiée des graines de melon est de 70°C.

Gourseaud (1999) a indiqué une température optimale d’action pour les trois
préparations coagulantes fongiques : Mucor miehei, Mucor pusillus et Endothia parasitica
entre 52-62°C.

Belhamiche (2005) a signalé que la température optimale d’action pour la coagulase
purifiée de Mucor pusilllus est obtenue a 50°C. Matoub (2000) a trouvé une température
optimale d’action de 60°C pour la coagulase purifiée de Bacillus subtilis selectionée (Lc33).
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2- Activité coagulante comparée des pepsines de poulet et limon et de
la présure en fonction du pH du lait

L'influence du pH du lait sur I'activité coagulante des extraits enzymatiques est illustrée par
la figure 13.

Les trois préparations enzymatiques étudiées présentent un comportement analogue
vis a vis du pH du lait. Une activité relativement importante est constaté a pH 5,0 ; au dela
de cette valeur, I'activité chute. A pH 6,8 , l'activité des trois extraits coagulants est minimale
et ne représente que 7,06 % , 6,29 % et 4,33 % respectivement pour la pepsine de poulet ,
la pepsine de limon et la présure .Ces trois préparations sont complétement dénaturées a
pH 7.

Garnot et Martin (1980) ont signalé que le pH d’activité de la présure animale est
compris entre 5,3 et 6,3 ; son optimum d’action est a pH 5,8, elle est inactivée a pH 7,5 et
dénaturée a pH 8,0. Selon ces mémes auteurs, la vitesse d’action de la présure et de la
pepsine bovine croit en fonction de I'abaissement du pH. Au pH 6,8, I'activité de ces deux
enzymes est minimum.
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Figure 13 : Activité coagulante des deux extraits
purifiés et de la présure en fonction du pH du lait .

Selon Ramet (1990), 'abaissement du pH de 7,0 a 5,2 provoque la diminution du temps
de coagulation. En effet, I'acidification du lait favorise la réaction d’agrégation par suite a
la diminution de la stabilité des micelles, liée a la neutralisation des charges négatives et
a la libération d’ions calcium.

Maachou (2004) note un optimum d’activité au pH égale a 5,5 pour la pepsine purifiée
de poisson. Haard et al. (1982) rapportent que le pH maximal de coagulation des deux

pepsines poisson et porcin se situe dans l'intervalle de pH 6,4-6,6, celui de la pepsine bovine
esta 6,8.
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D’Ambrosio et al. (2003) ont indiqué une activité optimale dans lintervalle de pH
compris entre 6,5-7,5 pour la pepsine purifiée de poisson chez Munida . Slamani (2004) a
noté pour la pepsine purifiée d’ovin que le temps de coagulation est plus court lorsque le pH
est abaissé au dessous du pH du lait (pH 6,6) et a pH supérieur a 6,7, 'enzyme commence

a étre inactivée.

Morsli (1997) a montré que la cynarase de l'artichaut et la ficine du latex de figuier
présentent une bonne activité coagulante jusqu’a pH 6,6 par contre, Mouzali (2001) indique
un pH optimum d’action égale a 5,2 pour I'extrait brut de cardon et Fernani (2003) a constaté

une activité optimale au pH égale a 5,5 pour la protéase purifiée des graines de melon.

Matoub (200) note une activité coagulante optimale au pH 6,2 pour la coagulase de
Bacillus subtilis(Lc33) .L'optimum d’activité pour la protéase fongique Mucor pusillus a été

obtenu, selon Belhamiche (2005), au pH égale a 5,0.

3- Activité coagulante comparée des pepsines du poulet, du limon et

de la présure en fonction de la concentration du lait en CaClgp

L'influence du calcium sur l'activité coagulante des extraits purifiés de poulet et de limon
comparée a la présure animale a été étudiée en faisant varier sa concentration dans le lait

de 0,01 a 0,09 M.

Les résultats indiqués dans la figure 14 montrent que l'activité coagulante augmente
avec la concentration en CaClo du lait. Nous constatons que I'optimum d’activité pour la
préparation coagulante purifiée de poulet est obtenu a 0,02 M tandis que pour I'extrait
enzymatique de limon et de la présure animale, I'optimum d’activité est observé a 0,04 M.
Au dela de ces deux optimums, I'activité coagulante baisse par un effet inhibiteur de l'ion

calcium. Cet effet est plus marqué avec I'extrait coagulant de poulet.

Selon Brulé et Lenoir (1990), I'addition du calcium soluble entraine une augmentation
de la teneur en phosphate de calcium colloidal lequel semble étre le facteur déterminant de

I'aptitude du lait a la coagulation par la présure.
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Figure 14 : Activité coagulante des deux extraits purifiés et
de la présure en fonction de la concentration en CaCl2 du lait

L’addition au lait de chlorure de calcium, pratique courante en fromagerie, a pour effet
de réduire le temps de coagulation et d’accroitre la fermeté du coagulum, cette influence
n’est pas seulement liée a 'augmentation des teneurs en calcium ionique mais intervient
sur I'abaissement du pH, réduisant ainsi la stabilité micellaire (Eck, 1990).

Garnot et Martin (1980) ont noté que I'activité optimale pour la présure animale a été
constatée pour une concentration en CaClo de I'ordre de 0,02 M.
Morsli (1997) a indiqué une concentration optimale du lait en CaClo de I'ordre de 0,023

M pour les préparations coagulantes végétales (artichaut et latex de figuier) et animale
(poulet).

Mouzali (2001) a signalé que l'activité coagulante optimale pour la cynarase de cardon
brute est obtenue a une concentration en CaClo du lait égale & 0,025 M. Fernani (2003)

a trouvé que l'optimum d’activité pour I'extrait coagulant purifié des graines de melon est
obtenu a une concentration en CaCly de I'ordre de 0,08 M.

La pepsine de poisson présente, selon Maachou (2004), une activité coagulante
optimale a une concentration en CaClo de I'ordre de 0,05 M. Haard et al. (1982) ont signalé
une concentration en CaClo optimale de coagulation de 'ordre de 0,04 mM pour la pepsine
de poisson, pour la pepsine bovine et porcine, elle se situe dans l'intervalle de 0.03-0.05Mm.

La pepsine ovine présente, selon Slamani (2004), une activité coagulante optimale a
une concentration en CaClo de 0,06 M.

4-Activité coagulante comparée des pepsines de poulet, imon et de la
présure en fonction de la concentration en enzyme
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L'influence de la concentration en enzyme sur l'activité coagulante a été déterminée
en faisant varier la quantité d’extrait de 0,02 a 0,2 mg/ml. La figure 15 indique que
I'activité coagulante relative augmente quand la quantité d’extrait pour les trois préparations
augmente. Cependant, dans l'intervalle de concentration choisi, on ne note pas de pallier
correspondant a une concentration saturante en enzyme.

Nous constatons d’aprés cette méme figure que la pepsine purifiée de poulet et celle
de limon ont un comportement similaire vis a vis de la concentration en enzyme. Seulement,
leur activité coagulante relative est Iégérement inférieure a celle de la présure animale.

Les travaux de Garnot et Martin (1980) et Gourseaud (1999), ont montré que l'activité
coagulante relative de la présure croit linéairement en fonction de sa concentration lorsque
celle-ci est faible, ce qui correspond aux doses employées en fromagerie. Ceci confirme
nos résultats en ce qui concerne le comportement de la présure.

Belhamiche (2005) a constaté un pallier de saturation en enzyme et ce pour la
coagulase purifiée de Mucor pusillusdans l'intervalle de concentrations allant de 0,25 a 0,3
mg/ml.
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Figure 15 : Activité coagulante des deux extraits purifiés
et de la présure en fonction de La concentration en enzyme.

5 - Etude de la stabilité des extraits coagulants purifiés et de la
présure

56

5.1-la stabilité thermique

La stabilité thermique des deux extraits coagulants purifiés (poulet et limon) comparée
a celle de la présure animale a été étudiée en maintenant, pendant 30 minutes, ces
préparations enzymatiques a des températures allant de 30 a 60 °C.

D’aprés les résultats illustrés par la figure 16, nous remarquons que I'activité coagulante
des trois préparations enzymatiques ( présure , poulet et limon ) est relativement stable dans
l'intervalle de températures compris entre 30 et 40 °C . Au dela de cette valeur, I'activité
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diminue progressivement. Nous constatons également que la présure et la pepsine purifiée
de limon sont complétement dénaturées a une température égale a 55 °C , par contre, la
dénaturation de I'enzyme de poulet a lieu a 60°C .

Alais (1984) a noté que lorsque la température s’éléve au dessus de 50 °C, la
dénaturation de la présure devient sensible.

Maachou (2004) a montré que lactivité coagulante de la pepsine de limon est
relativement stable dans l'intervalle de température compris entre 30 et 40 °C. Cependant,
la pepsine ovine étudiée par Slamani (2004) est relativement stable pour des températures
inférieures a 50 °C.

Les études menées sur les coagulases d’origine végétale et microbienne montrent une
stabilité aux températures plus élevées que celle de la présure animale. En effet, Morsli
(1997) a noté une grande stabilité thermique de la cynarase de I'artichaut et celle de la ficine
du latex de figuier par comparaison avec celle d’origine animale (présure et poulet).

Mouzali (2001) indique une activité coagulante relativement stable dans l'intervalle de
température compris entre 35 et 50 °C pour I'extrait brut de fleurs de cardon aprés 5 minutes
d’exposition. Fernani (2003) en étudiant I'extrait coagulant des graines de melon a noté une
stabilité thermique entre 30 et 55°C aprés 30 minutes d’exposition.

Matoub (2000) et Belhamiche (2005 ) ont indiqué une stabilit¢ thermique dans
l'intervalle de température compris entre 30 et 50 °C , respectivement , pour la coagulase
produite par une souche locale de Bacillus subtilis sélectionnée ( Lc33) et la coagulase

produite a partir de la souche de Mucor pusillus .
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Figure 16 : Stabilité thermique des extraits purifiés
et de la présure apres 30 minutes d’incubation.

5.2- Etude de la stabilité au cours de la conservation a +4°C et —18°C des
deux extraits purifiés poulet et limon

L'étude de la stabilité au cours de la conservation a été réalisée par I'entreposage des
extraits purifiés de poulet et limon a +4°C et a —18°C. Lactivité coagulante résiduelle,
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exprimée en pourcentage par rapport a lactivité coagulante initiale, a été évaluée
périodiquement.

Les résultats illustrés par la figure 17 et 18 indiquent une baisse d’activité au dela de 21

jours de conservation a +4 °C etau 2g®me jour, I'activité coagulante résiduelle des pepsines

purifiées de poulet et limon est de 80,43 %, 70,44 % respectivement. Au dela de cette date,
I'activité coagulante continue a baisser progressivement.
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Figure 17 : Stabilité de I'extrait purifié de poulet en
fonction du temps de conservation en congélation a — 18°C
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Figure 18 : Stabilité de I'extrait purifié de limon en
fonction du temps de conservation en congélation a —18°C .

Cependant, ces deux extraits purifiés ne montrent aucune baisse d’activité a —18°C au
bout de 56 jours ; au gqcme jour , I'activité coagulante résiduelle pour ces deux extraits est
de 66,39 % et 57,51 % respectivement pour la pepsine purifiée de poulet et limon .

Morsli (1997 ) a montré une perte d’activité des coagulases purifiées du poulet , de
l'artichaut, du figuier et de la présure , respectivement de 75% ,45%, 25% et 18 % lors
d’'une conservation a +4°C durant trois mois .La cynarase de I'artichaut , la ficine du latex
de figuier, la pepsine de poulet ( Morsli , 1997), la cynarase de cardon ( Mouzali , 2001) et
la protéase des graines de melon ( Fernani ,2003 ) ont toutes montré une activité stable au
cours des trois mois de stockage a —18 °C .

Maachou (2004) a noté une baisse d’activité de 50 % le 45°Me jour de conservation
a -18°C pour I'extrait coagulant de limon.

Matoub (2000) a signalé une activité résiduelle de 73 % au bout de 30 jours de
conservation a +4 °C. Au dela, I'activité reste stable. Belhamiche (2005) a noté une baisse
d’activité coagulante de 'extrait enzymatique purifié de la souche fongique Mucor pusillusau

bout de 21 jour de conservation a +4 °C avec une activité résiduelle de 82,21 % le 286mejour
de stockage. Par ailleurs, ce méme extrait reste stable au bout de 56 jours de conservation
a-18°C.

6 - Activité protéolytique des extraits purifiés et de la présure

L'activité protéolytique, des extraits coagulants purifiés de poulet et limon parcomparaison
a la présure animale, a été étudiée selon la méthode de Green et Stackpoole (1975) en
utilisant la caséine du lait comme substrat.

L’évolution de l'azote non protéique au cours de I'hydrolyse enzymatique a été
rapportée par la figure 19 .Les résultats obtenus montrent que l'activité protéolytique de la
présure est moins importante que celle des pepsines purifiées de poulet et limon.

En ce qui concerne, les deux pepsines purifiées, nous pouvons constater deux phases,
la premiére a lieu entre 10 et 90 minutes d’incubation, ou le taux d’azote non protéique
augmente progressivement, ceci laisse supposer qu’il y a eu hydrolyse des protéines et
libération des acides aminés libres ainsi que des peptides de faible poids moléculaire. La
seconde phase correspond a un pallier (entre 90 a 180 minutes pour la pepsine de limon
et 150 a 180 minutes pour la pepsine de poulet), durant laquelle la protéolyse générale est
relativement stable.
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Figure 19 : Activité protéolytique des extraits purifiés
et de la présure en fonction du temps de réaction .

V. CONCLUSION
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Aprés purification, les paramétres optimums d’activité des deux extraits ont été déterminés.
L'examen des résultats comparés permet de faire les observations suivantes :

L'origine des protéases influe sur la stabilité des extraits purifiés. En effet, les
résultats obtenus montrent que la température optimale d’activité de I'extrait avicole
est voisine de 40°C, celle de limon est de 45°C. Les concentrations habituellement
utilisées en technologie fromageére se situent dans l'intervalle de 0,01a0,02M de
CaCls du lait, pour cela, la pepsine de poulet peut étre aisément utilisée dans ces

conditions puisque son activité est optimale a 0,02M. Néanmoins, il est établi que
I'origine de I'enzyme n’est pas le seul paramétre expliquant cette différence. On
évoquera pour cela : le degré de pureté, les méthodes d’extraction, ...etc.

La conservation des préparations coagulantes est généralement meilleure a des
températures trés basses (congélation).

En ce qui concerne 'activité protéolytique, 'enzyme de poulet a une activité
légérement plus élevée que celle de limon.
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CONCLUSION GENERALE

La valorisation des pro ventricules de poulet et des estomacs de limon, comme sources
potentielles des protéases coagulant le lait , a permis de contribuer a une meilleure
connaissance de la pepsine de poulet et celle de limon en vue d’'une étude comparative .

Trois axes principaux ont été suivis lors de notre expérimentation, a savoir : I'extraction,
la purification et la caractérisation des deux pepsines avicole et marine.

Les résultats obtenus aprés extraction des deux extraits enzymatiques bruts ont montré
que l'activité coagulante est meilleure avec le tampon acétate. En effet, il en ressort que la
force coagulante optimale de la pepsine de limon (1/545.44) est nettement plus importante
que celle de la pepsine de poulet (1/3200).

Plusieurs étapes de purification ont été suivies aprés extraction des deux enzymes.
La précipitation au sulfate d’ammonium a 50% de saturation a permis de montrer que le
rendement en activité de la pepsine de limon (63,08%) est supérieur a celui de la pepsine
de poulet (52,60%). La purification par échange d’anions ainsi que celle de I'exclusion
moléculaire ontrévélé que I'extrait coagulant de poulet présente deux pics bien distincts dont
un seul est doué d’'une activité coagulante, alors que I'extrait coagulant de limon présente
trois pics distincts dont seulement un est également doué d’une activité coagulante.

La caractérisation de I'activité enzymatique coagulante sur le lait des deux pepsines en
comparaison avec la présure a montré quelques différences. En effet, I'activité coagulante
est maximale a un pH égal a 5,00 pour les deux pepsines, a une température de 40°C pour
la pepsine de poulet et 45°C pour la pepsine de limon et & une concentration en CaClo

du lait de 0,02M pour la pepsine de poulet et 0,04M pour la pepsine de limon .Ces deux
enzymes sont caractérisées par une activité coagulante relativement stable a un intervalle
de 30 a 40°C pendant 30mn. L'entreposage a une température de -18 °C pendant 56 jours
permet, pour ces deux enzymes, une meilleure conservation.

La pepsine de poulet et celle de limon présentent des activités intéressantes au
plan de I'hydrolyse des caséines, notamment la caséine k, comparée avec la présure.
Cette hydrolyse constitue la phase primaire du processus de coagulation du lait. Cette
propriété permettrait d’envisager, sous certaines conditions, I'utilisation des deux enzymes
en industrie fromageére.

Compte tenu de la valeur élevée de l'activité protéolytique, il serait souhaitable d’utiliser
les pepsines de poulet et limon dans la production d’acides aminés destinés a I'alimentation
du bétail ou a la consommation humaine.

Le pro ventricules de poulet ainsi que les estomacs de limon représentent une source
abondante de protéases et pourraient donc intervenir, a faible codt, en remplacement de
certaines protéases d’origine végétale, fongique ou animale.

En perspective, il serait intéressant d’apporter a ce présent travail d’autres recherches
plus complémentaires, notamment :

Déterminer les conditions optimales d’extraction de la pepsine avicole et marine en
vue de leur utilisation a grande échelle.
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Mener une étude comparative sur le mode de conservation des extraits étudiés (a
température ambiante, en réfrigéré, en congelé ou lyophilisés).

Vérifier ’lhomogénéité protéique des fractions actives (poulet et limon), obtenues
par chromatographie d’exclusion moléculaire et par conséquent estimer leur masse
moléculaire.

Envisager l'utilisation des enzymes purifiées de poulet et limon en technologie
fromagére et mener une étude comparative sur la qualité des produits finis .

Etablir une étude de faisabilité technico-économique des extraits coagulants obtenus
en fromagerie.
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ANNEXES

ANNEXE 01

PREPARATION DES SOLUTIONS TAMPONS (KAMOUN, 1998)
1-Solution tampon citrate a 0,1M :
Solution A : citrate disodique 0,1M :
21,01 g/l (CgHgO7 . H2O + 200ml NaOH )
Solution B : HCI 0,1N
Pour avoir une solution tampon a pH = 5, mélanger :
30,2ml de A + (100 — 30,2 )ml de B .
2-Solution tampon acétate a 0,1M :
Solution A : Acétate sodique 0,1N :
8,2049/l (CoH302 Na) Ou 13,619/l (Co2H302.3H20)
Solution B: Acide acétique 0,1N :
6,005¢g/I (CH3COOH)
Pour avoir une solution tampon a pH = 5, mélanger :
67,8mlde A+ (100 -67,8 )ml de B .
3-Solution tampon phosphate 1/15M :
Solution A : Phosphate mono potassique 1/15 M
9,073g/l (k H2 POg)
Solution B: Phosphate disodique 1/15 M
11,879/l (Nap HPO4 .2H20)
Pour avoir une solution tampon a pH=5 mélanger :
99,2 ml de A + (100-99,2) ml de B.

ANNEXE 02

DETERMINATION DE LA TENEUR EN MATIERES AZOTEES TOTALES (M.A.T)
(KJELDAHL)

1. Mode opératoire :

L'opération s’effectue sur une prise d’essai d’'un gramme de I'’échantillon . Cette quantité
est introduite dans un matras de 250 ml en présence de 2g de catalyseur et de 20ml
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d’acide sulfurique pur. Le matras est porté sur le support d’attaque. Le chauffage est
poursuivi jusqu’a décoloration du liquide et obtention d’'une coloration verte stable. Aprés
refroidissement on ajoute I'eau distillée avec précaution jusqu’a obtention d’un volume de
250 ml.

Apreés la minéralisation , on passe a la distillation qui consiste a mettre dans un bécher
destiné a recueillir le distillat 20 ml d’indicateur coloré . On verse lentement 10ml du contenu
du matras dans le ballon de I'appareil distillateur , on lui ajoute 50ml de lessive de soude .On
met I'appareil en position de marche et on laisse I'attaque se faire jusqu’a obtention d’'un
volume de distillation de 100ml. Le contenu du bécher est titré par I'acide sulfurique N/50
jusqu’a ré obtention de la couleur initiale de I'indicateur.

La teneur en matiéres azotées totales est obtenue par la formule :
% MAT = N(%) x 6,25

-6
(%)N =D.280 .10 ~ X100 x 250 x 100 ( JARRIGE,1989 ) Y
A MS

Avec :

N : Pourcentage d’azote obtenu .

D : Descente de burette en (ml) .

Y : Poids de I'échantillon de départ .

A :Volume de la prise d’essai .

MS : Pourcentage de la matiére séche de I'échantillon.

ANNEXE 03

DOSAGE DES PROTEINES TOTALES (LOWRY et al. ,1951).

Le dosage des protéines totales dans les solutions enzymatiques est effectué par la
méthode de LOWRY. C’est une méthode colorimétrique par référence a une courbe étalon
établie a partir d’'une solution standard de sérum albumine bovine (B.S.A) . La densité
optique est mesurée au spectrophotométre a 750nm.

1.Réactifs :
Solution (A) : Solution de NapCo3 anhydre a 2% (P/V) dans NaOH 0.1N.

Solution (B): 2ml de CuSoy4 . 5 H2O 40.5% + 2ml de tartrate de Na et K a 1%

Solution (C) : 50 mlde A+ 1mldeB.
Solution (D) : Réactifs de Folin-Ciocalteu dilué au % .
2.Mode opératoire :

A 1 ml de solution enzymatique diluée , on ajoute 5ml de la solution (C).Aprés un
temps de repos de 10 minutes a température ambiante , on ajoute 0.5mlde lasolution (D)
au mélange réactionnel. Aprés une rapide agitation , on laisse incuber pendant 30 minutes
a l'obscurité.
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Une coloration bleue apparait correspondant a la réaction du cuivre par l'acide
phosphomolybdique. La lecture de la densité optique se fait au spectrophotométre a 750nm.

La concentration en protéine (mg/ml) est déterminée par référence a une courbe étalon
établie a partir d’une solution mére de sérum albumine bovine (B.S.A) a 200ug/ml.

3.Courbe d’étalonnage :
Solution étalon : B.S.A a raison de 200ug/ml dans de I'eau distillée .

Gamme étalon :des solutions diluées de concentrations croissantes :25 , 50 , 75,
100,150 et 200 pug/ml sont préparées a partir de la solution étalon .

Lecture :La lecture des densités optiques est faite au spectrophotométre a 750nm
contre un blanc contenant 1ml d’eau distillée.

Courbe étalon de la B.S.A.

E 0.4
o 03
2 =
SEo0z; v = 0,0016x%
E 0,1 - RS =00942
i |:| 7 T T T T

I Al 100 150 200 240

Concentrations en B.SA. (/L )

Figure 1 : Courbe étalon de BSA

ANNEXE 04

MESURE DE L'ACTIVITE PROTEOLYTIQUE (GREEN et STACKPOOLE,
1-Mode opératoire:
Condition d’hydrolyse

1ml de la solution de caséine a 2% dans le tampon acétate ( 0.1N ; pH 5) est additionné
a 1ml d’extrait enzymatique dilué. Le mélange réactionnel ainsi préparé est incubé pendant
10,30,60,90,120 ,150 ,180 minutes a 35°C.

Apreés incubation , la réaction enzymatique est arrétée par addition de 5ml de solution
trichloracétique(T.C.A) a 12% (P/V). Aprés 15 minutes de repos , il se forme un précipité
blanc que 'on sépare par centrifugation a 6200g/10 mn

Préparation de I’échantillon

A 1 ml de filtrat (surnageant obtenu ) sont additionnés 5 ml de la solution C.On mélange
puis on laisse incuber pendant 10 minutes dans le bain marie a 35 °C.Dans chaque tube ,
on ajoute 0.5 ml de de réactif Folin —ciocalteu et on agite immédiatement . on continue I
incubation pendant 20 minutes .
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Préparation du témoin (blanc)

A 1 ml de la solution caséinique a 2% sont additionnés 5ml de T.C.A a 12% ( pour
empécher la réaction enzymatique ) puis 1 ml d’extrait enzymatique dilué. .Le mélange ainsi
préparé est traité de la méme facon que précédemment.

2. Courbe étalon de tyrosine :

Solution étalon :Tyrosine raison de 100ug/ml dans une solution tampon acétate(0.1N ;
pH=5)

Gamme étalon : Des solutions diluées de concentrations croissantes : 10,20,40,60,80,
100pg/misont préparées a partir de la solution étalon.

Dosage :Méthode de LOWRY (annexe :4).

Lecture : Elle s’effectue au spectrophotomeétre a 660nm contre un blanc contenant 1mi
d’eau distillée.

Courbe étalon de latyrosine
o 1
i)
% 0.8 - y = 0,0091x
g 0B R? =0,8955
2 € 04
& 0,21
=]
<L I T T
I a0 100 150
Concentrations en tyrosine (pg/ml)

Figure 1 : Courbe étalon de tyrosine
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