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Extraction, purification et caractérisation de la coagulase de Mucor pusillus

Résumeé

L’obtention d’une protéase coagulant le lait a été réalisée par culture en surface de Mucor pusillus.
L’extrait brut présente une force coagulante de I’ordre de 1 /1200.

Des essais de purification de 1’extrait coagulant ont été réalisés. Le meilleur rendement en
activité a été obtenu par une chromatographie d’exclusion moléculaire sur Sephadex G-100 de
I’extrait brut lyophilisé.

L’électrophoreése sur PAGE-SDS a révélé une seule bande protéique homogene, caractérisée
par un poids moléculaire de I’ordre de 49 000 Da.

Les conditions optimales d’activité coagulante ont été déterminées. L’ activité est maximale a
pH 5, 4 une température de 50°C et pour une concentration en CaCly du lait de 0,02 M. L’enzyme
est relativement stable dans I’intervalle de 30°C a 50°C pendant 30 mn d’incubation ainsi qu’aux
basses températures.

Ces propriétés sont relativement similaires a ceux de la présure traditionnelle, exception faite
pour la température.

Mots-clés : Protéases de Mucor pusillus , purification, caractérisation, coagulation du
lait, présure.



Abstract

Abstract

The obtaining of the milk-clotting protease was carried out by solid-state culture of the strain of
Mucor pusillus. The crud extract show clotting strength about 1/ 1200.

The purification tests of the clotting extract were realised. A better recovery was obtained by
molecular size chromatography on Sephadex G-100 of the lyophilised crud extract.

The SDS- PAGE data was reveal a single homogeneous band, characterised by its molecular
weight measured about 49 000 Da.

The clotting optimal conditions activities were determined. The activity is maximum at a pH
5, at a temperature of 50°C and for a 0,02 M CaCly concentration. The enzyme is relatively stable

from 30°C at 50°C after 30 mn incubation period and at low temperature of conservation.
This properties were relatively similar with the rennet one except for the temperature.

Keys words: Mucor pusillus proteases, purification, characterisation, milk-clotting,
rennet.
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Introduction

Introduction

La présure animale, qui renferme essentiellement de la chymosine, constitue I'agent
coagulant le plus utilisé dans la coagulation enzymatique du lait. Toutefois, son extraction
demanderait des sacrifices trop onéreux. En effet, la présure nécessite la récupération,
aprés I'abattage, des caillettes de veaux non sevrés ; ceci affecte lourdement les colts par
la faiblesse du rendement en viande.

L’augmentation de la production fromageére impose une utilisation croissante d’enzyme
de coagulation qu’il n’est pas possible d’obtenir par le seul traitement des présures, car la
production de veaux de lait est fluctuante.

En Algérie, I'industrie fromagére a utilisé, durant la période (1997-2001), 4,324 Kg
de présure et ses concentras, soit un colt de I'ordre de 16 millions de DA (Rapport des
statistiques du Commerce Extérieur, 2001).

Comme toute industrie alimentaire, la fromagerie subit des pressions provoquées d’'une
part par la demande croissante du marché et d’autre part, par la nécessité de rentabiliser
ses opérations de transformation.

Ainsi, la production limitée d’enzyme et 'augmentation de la demande par une industrie
fromageére qui ne cesse de se développer ont provoqué une situation de pénurie de présure.
Cette situation et la totale dépendance de notre pays en matiére d’approvisionnement
en agents coagulants vis-a-vis des laboratoires étrangers imposent la recherche de
produits susceptibles de remplacer la présure, en particulier d’origine animale, végétale et
microbienne. Par ailleurs, les principaux critéres d’'un succédané de présure consistent en :

I'obtention de produits fromagers comparables a ceux de la présure de veau ;
L’absence de toxicité ;
Un prix de revient moins élevé a celui de la présure.

Plusieurs préparations coagulantes ont été étudiées par notre équipe de recherche. Les
pepsines avicoles, bovines et ovines présentent des propriétés qui se rapprochent de celles
de la présure animale (Morsli, 1996 ; Bengana, 2001 ; Slamani, 2002). Cependant, la
disponibilité des coagulases animales demeure tributaire du marché de la viande.

Nos études ont porté également sur les coagulases végétales notamment, les extraits
coagulants du figuier, de la fleur du cardon et des graines de melon. Toutefois, ces
succédanés sont doués d’'une excessive activité protéolytique qui confére aux produits finis
des caractéres organoleptiques indésirables (Morsli, 1996 ; Mouzali, 2001 ; Fernani, 2002).

Notre intérét est porté sur I'étude d’une protéase coagulant le lait, issue de la culture
d’une souche bactérienne isolée localement ; le Bacillus subtilis LC 33 . Les activités

coagulantes de cette coagulase sont comparables a celles de la présure commerciale
(Matoub, 2000). Néanmoins, l'activité protéolytique élevée de cette coagulase limite son
emploi industriel.

A l'échelle industrielle, trois souches fongiques productrices de coagulases sont
exploitées par les grandes usines de fermentation en vue de fabrication fromagere. Il s’agit
de : Mucor miehei, Mucor pusillus et d’Endothia parasitica. En effet, en 1974, les coagulants

9
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fongiques ont assuré la fabrication de 60% de fromages aux Etats Unis (Sternberg, 1976).
Les conditions d’emploi en fromagerie de ces préparations, selon Goursaud (1999) sont :

Le mélange des enzymes coagulantes d’origine fongique avec la présure ou ses
dérivés, est interdit.

Seuls les fromages au lait de vache peuvent étre coagulés avec ces préparations.
Les fromages a appellation d’origine sont obligatoirement coagulés par la présure.

Par ailleurs, des études comparatives de ces enzymes coagulantes et de la chymosine
ont indiqué de grandes similarités dans le mécanisme de la coagulation du lait. De plus,
plusieurs variétés de fromages préparées avec ces extraits sont semblables a celles
obtenues avec la présure. Ainsi, I'extrait coagulant d’Endothia parasitica a conduit a des
résultats satisfaisants dans la fabrication des fromages a pate molle. Les coagulases de
Mucor, selon Luquet (1985), ont permis d’obtenir des fromages de bonne qualité dont les
rendements fromagers sont voisins de ceux de la présure de veau.

En revanche, les souches de Mucor et d’Endothia parasitica , au cours de
leurs développement, secretent en plus de leurs protéases coagulantes des enzymes
protéolytiques non spécifiques, des cellulases et des lipases. Selon Lemieux et Simard
(1991), ces enzymes conferent au fromage un goGt d’amertume ; d’ou la nécessité de les
éliminer. Ainsi, les préparations brutes sont traitées en utilisant des méthodes physico-
chimiques : filtration, centrifugation et précipitation par des solvants ou par des sels, et /ou
des méthodes chromatographiques. Des études ont montré que 'amélioration du rapport
activité coagulante par I'activité protéolytique de I'extrait enzymatique de Mucor a été obtenu
aprés précipitation au sulfate d'ammonium suivie d’'une échange ionique (Anstrup, 1980).

A la lumiére d’'une étude réalisée sur la possibilité d’obtenir un extrait coagulant a partir
de la culture de Mucor pusillus, souche référencée 953771 du Muséum National d’Histoire
Naturelle de Paris, les conditions de culture ainsi que la croissance ont été déterminées
(Belhamiche, 2001).

L'objectif de notre présente étude vise une meilleure connaissance d’une coagulase
fongique issue de Mucor pusillus. Dans ce contexte, 'approche a consisté en :

L'obtention de la coagulase par culture en surface de Mucor pusillus et 'optimisation
d’un protocole de purification ;

La recherche des conditions optimales d’activité coagulante de I'extrait coagulant
purifié et de la présure ;

Et la caractérisation de I'aptitude protéolytique des extraits brut et purifié par
comparaison a la présure industrielle.
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I- Les enzymes coagulantes des industries laitieres

1 - La présure

1.1 — Historique

Il 'y a environ 7000 ans, le lait était transporté dans des sacs. Ces sacs, appelés outres,
étaient fait avec I'estomac de certains animaux. Or, un voyageur de cette époque qui décida
de se rafraichir avec le lait qu'il transportait, eu la surprise de découvrir que le lait s'était
transformé en une substance semi solide. Intrigué et affamé, il goGta le contenu de son
outre et ne trouva pas ¢a mauvais du tout, il venait de découvrir le fromage.

Ainsi, nous savons depuis ce temps la qu'une substance contenue dans I'estomac des
jeunes ruminants fait cailler le lait. En fait, cette substance s'appelle la présure.

1.2 — Définition

La présure est la préparation coagulante provenant de la quatrieme poche de la caillette
des jeunes ruminants nourris exclusivement au lait. Elle constitue la principale enzyme
traditionnellement utilisée dans l'industrie laitiére.

En fait, I'extrait coagulant renferme essentiellement deux protéases: la chymosine et
la pepsine.

1.3 — Propriétés

Majeure composante de la présure, la chymosine (E.C.3.4.23.4) est sécrétée sous forme
de prochymosine inactive. Sous I'action de I'acidité du milieu, elle devient active.

Comme la pepsine, la chymosine est une protéase acide a aspartate. Son poids
moléculaire est de 30 700 Da. Selon Foltmann (1979), la chymosine est constituée d'une
seule chaine peptidique renfermant 323 acides aminés.

Outre son activité coagulante, spécifique sur la caséine (1, la chymosine a une activité
de protéolyse générale sur toutes les fractions caséiniques.

L'activité optimale de cette enzyme a lieu a pH 5,5 et a une température de 42°C. Elle
est stable a pH acide 5,3 et 6,3 et dénaturée a pH 8. Son inactivation thermique, selon
Goursaud (1999), a lieu dés 50°C et elle est totale a 61°C.

La sécrétion de la pepsine (E.C.3.4.23.1), d’aprés Ramet (1990), ne devient
prépondérante qu'une fois la synthése de la chymosine est arrétée. Cette protéase est
caractérisée par un poids moléculaire de 33 400 Da. Bien que l'action protéolytique de la
pepsine est voisine de celle de la chymosine ainsi que les fortes homologies de structure
que présentent ces deux enzymes, les conditions d'action sont différentes. En effet, selon
Martin et al. (1982) et Goursaud (1999), il y a une différence importante en pratique qui

11
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consiste en l'influence du pH sur 'activité ; la chymosine est encore active a pH 6,8, alors
que la pepsine ne coagule plus le lait au dessus de pH 6,7.

La pepsine est relativement stable entre pH 5 et 5,5 et instable a pH 2. En solution,
elle est thermosensible aprés 50°C. D'aprés Goursaud (1999), sa dénaturation thermique
a lieu a partir de 70°C.

1.4 — Extraction

La présure est obtenue par macération de caillettes des jeunes bovidés dans une saumure
de NaCl et contenant des additifs nécessaires a la conservation et a la coloration. Le jus est
ensuite purifié par diverses méthodes physico-chimiques et chromatographiques.

Selon Goursaud (1999), un litre d'extrait commercial au 10 000° est obtenu a partir de
1 a 2 caillettes de 60 g.

2 — Les succédanés de présure

12

La forte demande de la présure par les industries fromagéres et le prix relativement
élevé de ce coagulant ont conduit a I'approvisionnement de plus en plus difficile de la
présure traditionnelle. Par ailleurs, dans certains pays, pour des raisons philosophiques
ou religieuses, l'utilisation de la présure est interdite. A cet égard, des recherches ont
été entreprises, ces derniéres années, afin d'exploiter d'autres sources potentielles de
coagulases capables de remplacer la présure désignées sous le terme de succédanés de
présure.

Cependant, un succédané de la présure animale doit présenter une bonne solubilité
dans 'eau, un degré de pureté élevé et une activité protéolytique et lipolytique faibles. En
plus, il ne doit pas contenir d’enzymes contaminantes (telles les lipases).

Par ailleurs, il doit respecter, selon Ramet (1990) et Smeets (1995), les modalités
habituelles du déroulement du processus de la fabrication fromagére. Pour cela, tout
succédané de présure doit répondre aux critéres suivants :

L'activité protéolytique de I'enzyme ne doit pas étre trop élevée ;

Les propriétés rhéologiques du coagulum doivent évoluer apres floculation de
maniére a assurer le travail mécanique du gel dans les délais habituels ;

La synérése du coagulum au cours de I'égouttage et les modalités d’affinage
devaient permettre d’obtenir les caractéristiques usuelles des fromages dans un délai
sensiblement égal a celui de la présure ;

Les rendements fromagers doivent étre trés proches ou supérieurs a ceux obtenus
lors de I'emploi de la présure.

D’un point de vue réglementaire, comme tout additif, 'emploi des enzymes doit &tre soumis
a une réglementation stricte qui permet d’éviter tout risque de toxicité. Selon Noor-Develliet
etal. (1983):

Le milieu de culture utilisé dans le cas des enzymes microbiennes ne doit laisser
aucun résidu nocif ou toxique ;

Les micro-organismes utilisés doivent étre non pathogénes et ne pas produire de
toxines ou de substances cancérigénes ;

Les préparations enzymatiques commercialisées ne doivent pas contenir de
contaminants microbiens ;
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Les agents de stabilisation et de dilution doivent étre dans un état d’'innocuité ;

Les doses d’utilisation des préparations enzymatiques doivent étre respectées afin
d’éviter les conséquences dangereuses d’un surdosage.

Par ailleurs, un contréle de pureté doit étre effectué de fagon systématique au cours de la
production pour les préparations enzymatiques microbiennes.

2.1 — Les succédanés de présure d’origine végétale

Différentes préparations enzymatiques obtenues a partir de certains organes de végétaux
sont capable de cailler le lait ; les plus connues sont : la ficine, la papaine et la broméline.

L'utilisation de la fleur de cardon comme agent coagulant a été considérée comme I'un
des facteurs déterminants de la qualité des fromages typiques portugais au lait de brebis
(Sousa et Malcata,1997 ; Agboola, 2002 ; Zhao et al., 2003).

L’extrait coagulant du Cynara cardunculus L. a fait I'objet de I'’étude menée par Mouzali
(2001). Il a été conclu que, malgré que les caractéres physico-chimiques de cette enzyme
soient proches de ceux de la présure, cet agent coagulant se caractérise par une activité
protéolytique excessive.

Selon certains auteurs (Macedo et al., 1993 ; Martin et al., 1996 ; Silva et Malcata, 1998 ;
Vioque et al., 2000), I'extrait coagulant du Cynara cardunculus présente deux protéases
acides aspartiques : la cardosine A, tout comme la chymosine, est responsable de I'activité
coagulante et la cardosine B, similaire a la pepsine, est la principale responsable de I'activité
protéolytique. Cependant, la fleur de cardon n’est pas utilisée, selon Macedo et al. (1996),
dans la fabrication des fromages au lait de vache vu le got amer qu’elle lui confére.

D’autres coagulases ont été étudiés, en I'occurrence, I'extrait du figuier (Oner et Akar,
1993 ; Fadyloglu, 2001) et de I'artichaut (Llorente et al., 2004).

De nouvelles plantes ont fait I'objet de plusieurs études afin de pouvoir les substituer
a la présure animale. En effet, les travaux de Kaneda et Tominaga en 1975 ainsi que ceux
de Uchikoba et al. en 1995 ont porté sur I'extraction et la purification de la Cucumisine
(E.C.3.4.21.25), protéase serine capable de coaguler le lait et extraite a partir de la chair
de melon (Cucumis melo | var.Prince).

Récemment, la lettucine, une protéase coagulante provenant des feuilles de la laitue
(lactuca sativa l.), a été purifiée et caractérisée (Lo Piero et Petrone, 1999 ; Lo Piero et
al., 2000).

Notre équipe de recherche s’est intéressée a I'étude d’enzymes coagulants le lait
d’origine végétale, en I'occurrence, la ficine (Morsli, 1996 ; Ball Ibrahima, 2000). Par ailleurs,
Fernani (2002) a pu étudier un succédané local issu des graines de melon, fruit trés répondu
en Algérie et dont I'exploitation n’engagerait pas de dépenses considérables.

Bien que de nombreux coagulants d’origine végétale ont été expérimentés il faut,
toutefois, noter qu’ils sont peu utilisés en technologie laitiére. Selon Green (1977) et Lopez
et al.,(1996), le pouvoir coagulant trés variable de ces extraits ainsi que leurs activité
protéolytique trés élevée conférent un golt d’amertume pour le fromage.

Ainsi, une utilisation efficace de ces préparations enzymatiques oblige a les purifier au
préalable, ce qui augmente leur prix de revient.

2.2 —Les succédanés de présure d’origine animale

13
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L'appareil digestif de certains mammiféres secréte diverses protéases autres que la présure
notamment la trypsine, la chymotrypsine et la pepsine. les deux premiéres enzymes bien
que capables de coaguler le lait, ont donné de mauvais résultats en fromagerie a cause de
leur activité protéolytique excessive.

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

La pepsine porcine, en mélange avec la présure, permet d’obtenir de meilleurs résultats
dans la fabrication de fromages acides ( Ramet, 1990).

L'utilisation de la pepsine du lapin, comme agent susceptible de remplacer la présure,
a été rapportée par Abd-EL-Rahman et al. en 1990.

Par ailleurs, la pepsine du pro ventricule du poulet a été utilisée, selon Cuvellier (1999),
avec succes dans la fabrication de fromages locaux en Israél.

La paroi interne de I'estomac de la morue de I'atlantique secréte une pepsine qui permet
de coaguler le lait a 15°C plus efficacement que la chymosine de veau d’ou la possibilité,
selon Haard et al. (1980), de contrbler l'activité protéolytique excessive par inactivation
thermique.

Enfin, une pepsine A a été isolée de la muqueuse gastrique du phoque au Canada et
donne de bons résultats dans la fabrication de Cheddar (Shamsuzzuman et al.,1985 ; in
Cuvellier, 1999).

Une étude relative a la possibilité d’obtenir des coagulases d’origine avicole, menée
par notre équipe de recherche, a montré que les abats de poulet particulierement le pro
ventricule de Gallus gallus constitue une source potentielle de coagulases. Selon Morsli
(1996), cet extrait du pro ventricule du poulet a permis la fabrication d’'un fromage a
pate molle (Camembert) dont la qualité organoleptique ainsi que le rendement étaient
comparables au fromage témoin préparé avec la présure. Par ailleurs, il a été constaté que
le comportement de cette enzyme est analogue a celui de la présure traditionnelle (Morsli
et al., 2000).

La recherche des coagulases de remplacement de la présure a été orientée vers la
possibilité d’explorer les abats de bovins adultes, d’'ovins et ceux de poissons. En effet,
d’aprés I'étude de Bengana (2001), la substitution de la présure par la pepsine bovine
a permis son utilisation avec succes pour la fabrication de fromage a pate molle type
Camembert.

Par ailleurs, les caillettes d’ovins constituent une source potentielle de pepsine qui peut
étre substituée, en partie, a la présure. En effet, 'étude menée par Slamani en 2002 a fait
ressortir que les caractéristiques de la pepsine ovine se rapprochent a celles de la pepsine
bovine.

L'obtention de la pepsine a partir de I'estomac de divers poissons en I'occurrence le
meérou, le merlan et le limon a été également réalisée. Dans ce contexte, les travaux de
Nouani et al. en 2002 ont porté sur l'utilisation de I'extrait coagulant du merlan dans la
fabrication de fromage de type Edam ; cet extrait a donné, dans une premiére étape, un
bon coagulum. Dans une étude similaire, Machou (2004) a noté que le comportement de la
pepsine de limon (Seriola dumerili) différe trés peu de celle de la présure traditionnelle.

Bien que certains succédanés peuvent étre considérés comme produits de
remplacement de la présure de veau, il convient, toutefois, de noter que comme I'élaboration
de la présure, leur disponibilité reste tributaire du marché de la viande.
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2.3 — Les succédanés de présure d’origine microbienne

Le développement de la biotechnologie a provoqué un regain d’intérét pour la production, a
partir de micro-organismes, de protéases susceptibles de remplacer la présure. Parmi les
avantages que présentent les enzymes de fermentation par rapport a ceux d’origine animale
et végétale, on peut citer :

La croissance rapide sur substrat bon marché ;

La production illimitée d’enzymes en utilisant des techniques simples. La quantité
produite dépend du volume de la culture mis en ceuvre ; elle n’est donc pas tributaire
d’une source de matiére premiére fluctuante ou a approvisionnement difficile ;

La culture rapide avec un bon rendement pouvant étre augmenté par amélioration
génétique des souches, la maitrise et I'optimisation des conditions de fermentation ;

La conservation des propriétés sécrétrices des souches dans le temps.

Ces avantages I'emportent sur les inconvénients liés aux industries de fermentation
(investissement lourd, consommation d’énergie, risque de contamination, etc....).

Le principe de production des enzymes microbiennes exo cellulaires comporte la
culture de micro organisme dans un milieu de culture approprié a partir duquel I'enzyme
est extraite. Le traitement de la biomasse est nécessaire dans le cas des enzymes
endocellulaires.

La production industrielle d’enzyme comporte un certain nombre d’étapes, telles que
la préparation de I'inoculum, le milieu de culture, la fermentation, I'extraction, la purification
et le conditionnement sous diverses formes ; liquides, poudres ou lyophilisées dans le cas
d’une purification poussée (Cuvellier, 1999).

2.3.1 — Les succédanés bactériens

Le genre Bacillus est le plus étudié pour la production d’enzymes coagulantes, en
particuliers : Bacillus subtilis, Bacillus cereus et Bacillus polymexa.

Des souches ont été isolées localement par notre équipe de projet en I'occurrence,
Bacillus subtilis S3 et Bacillus coagulans (Chemlal, 1998) et Bacillus subtilis LC33 (Matoub,

2000).

Selon ces auteurs, les extraits obtenus présentent des caractéristiques cinétiques
relativement analogues a celles de la présure traditionnelle.

Cependant, [l'utilisation des enzymes bactériennes n'a pas dépassé le stade
expérimental. Selon Mahon et Brown (1985), des essais assez poussés avec ces
préparations coagulantes ont indiqué la présence d’'une activité protéolytique trop élevée
par comparaison a la présure dans les mémes conditions de la coagulation du lait.

2.3.2 — Les succédanés fongiques

Parmi les espéces fongiques a pouvoir coagulant, seules trois moisissures sont exploitées
par les grandes usines de fermentation en vue de la production de coagulases.

Le Mucor pusillus produit une coagulase avec un rendement élevé seulement en culture
solide (Aunstrup, 1980). Les rendements obtenus par Somkuti et Babel en 1968 sur milieu
liquide étaient extrémement bas. Par ailleurs, I'étude menée par Belhamiche en 2001, a
rapporté une force coagulante de 2400 US /ml en culture en surface contre une force de
14,81 US /ml en culture submergée.
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La protéase du Mucor pusillus est une protéase acide avec un résidu aspartate
au niveau du site actif. Elle est constituée d’une seule chaine peptidique et son poids
moléculaire est d’environ 30 000 Da.

Les travaux de Khan et al. en 1983, ont montré I'existence de deux protéases acides
et une alcaline dans le mycélium (protéases intracellulaires).

La préparation enzymatique est commercialisée par la firme Japonaise MEITO-
SANGYO sous la dénomination de Noury-Renn.

Le Mucor miehei est bien adapté a la fermentation submergée. Il secréte une protéase
acide a aspartate ayant un poids moléculaire d'environ de 38 000 Da. La coagulase contient
une seule chaine peptidique avec 6 % de carbohydrates.

L'extrait coagulant est commercialisé par :

La firme Francaise RAPIDASE sous la dénomination Fromase ;
La firme Danoise NOVO sous le nom de Rennilase ;

La firme Américaine MILES sous l'appellation de Marzyme ;

La firme Danoise BOLL HANSEN sous le nom de Hannilase.

L’ Endothia parasitica est cultivée en culture submergée. L'enzyme est beaucoup plus
protéolytique que celle du genre Mucor. Son poids moléculaire varie entre 34 000 et 39 000
Da. Elle est constituée d’'une seule chaine peptidique.

La préparation coagulante est produite par une firme Américaine PFIZER sous la
dénomination Suparen.

Des études comparatives réalisées avec certaines présures fongiques et la chymosine
ont indiqué de grandes similarités dans le mécanisme de coagulation du lait. En effet,
selon Luquet (1985), les protéases fongiques, contrairement aux protéases bactériennes,
ont donné des résultats meilleurs, souvent comparables a ceux obtenus avec la présure.
Cependant, d’aprés Lemieux et Simard (1991), les préparations commerciales contiennent
de multiples enzymes protéolytiques et d'autres enzymes qui influent la fabrication du
fromage. Ainsi, selon Sternberg (1976), un fromage fabriqué avec la préparation cristalline
du Mucor pusillus var. Lindt présente un golt moins amer que celui fabriqué avec la
préparation brute de la méme présure fongique.

Par ailleurs, certaines préparations commerciales de Mucor pusillus contiennent une
lipase dont l'incorporation dans le caillé constitue I'origine probable du taux élevé des acides
gras volatiles et du got amer de certains fromages fabriqués avec cette enzyme.

Les coagulants du genre Mucor ont été largement utilisés dans la fabrication de
plusieurs variétés de fromages, bien que de Iégéres modifications dans la technique de la
fabrication fromagére sont parfois avérées nécessaires car I'action protéolytique spécifique
sur les caséines n'est pas étroitement semblable a la présure. Selon Ramet (1981), des
différences sensitives aux variations du pH, de la température et du calcium induisent une
rhéologie spécifique du gel durant le caillage et I'égouttage.

L'utilisation de la préparation Noury avec l'addition du CaCly dans la fabrication du
fromage Gouda a donné un fromage trés semblable a celui fabriqué avec la présure.

Par ailleurs, les travaux de Polychroniadou et Manolkidis en 1984 ont montré la bonne
aptitude que possédent les extraits coagulants: Noury, Rennet, Rennilase et Suparen a la
fabrication de fromage de chévre a crolte fleurie.
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La préparation Rennilase a été utilisée dans la fabrication des fromages italiens : 'Edam
et le Camembert mais avec des rendements légérement inférieurs a ceux fabriqués avec la
présure. En revanche, selon Reps et al. (1979), les propriétés des préparations produites
par le Mucor pusillus, et surtout celles de la Fromase, sont bien comparables a celles de
la présure.

Reignier (1980) confirme qu'il est parfaitement possible, grace a I'utilisation de I'enzyme
extraite de Mucor miehei (solution Rennilase), de fabriquer, en adaptant les processus
technologiques, des fromages d'excellente qualité (Goursaud,1999).

Enfin, certains auteurs en l'occurrence, Green et Stackpoole (1975) et Jarmul et
al.(1982) ont montré I'efficacité d'utiliser une préparation fongique (Noury ou Fromase) en
mélange avec la pepsine dans la fabrication de fromage.

2.4 — Production de la chymosine fermentaire

Grace au développement du génie génétique, il est actuellement possible de produire de la
chymosine a partir de micro-organismes (Aikawa et al., 1990 ; Alais et Linden, 1997 ; Collin
et al., 1997 ; Rao et al., 1998 ; Beldarrain et al., 2000; Munoz et al., 2004).

La chymosine fermentaire résulte du clonage du géne responsable de la production de
la chymosine a partir de 'estomac de veau sur certains micro-organismes ; les plus utilisés
sont: Escherichia coli, Kleyveromyces et Aspergillus.

Cette méthode constitue I'une des voies porteuses d’espoir pour la synthése d’enzymes
utilisables dans l'industrie laitiere.

La chymosine produite par les micro-organismes, selon Goursaud (1999), a une
structure identique a celle synthétisée dans I'estomac du jeune bovidé et fournie les
mémes performances que la présure pure en terme d’activité enzymatique, utilisation et
conservation.

ll- Le lait, substrat des protéases

Le lait est un produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une femelle laitiere bien
portante, bien nourrie et non surmenée, le lait est la principale matiére premiére pour la
fabrication d’'un fromage.

1 — Les caracteres du lait

Blanc, mat ou opalescent, le lait a une odeur trés faible, une saveur douceatre faiblement
sucrée. C’est un mélange de trés grande complexité ; il est constituée de trois phases :

Une phase aqueuse, le lactosérum, dont les constituants prédominants sont le
lactose et un ensemble de protéines globulaires ;
Une émulsion de matiére grasse sous forme globulaire ;
Une suspension de caséine, liée a des sels minéraux sous forme de micelle.
Ainsi, le lait peut étre considéré comme une émulsion de matiére grasse dans une solution

aqueuse, comprenant de nombreux éléments dont les uns sont a I'état dissous et les autres
sous forme colloidale.
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2 — La composition globale

Le lait est riche en protéines, matiére grasse, lactose, vitamines et sels minéraux. Les
teneurs moyennes du lait de vache en ses principaux groupes de constituants sont illustrées

dans le tableau I.

Outre sa complexité et son hétérogénéité, le lait présente, selon Martin et Coulon
(1995), une grande variabilité dans sa composition avec la race, I'espece, I'individu, la
saison et l'alimentation de I'animal. La composition moyenne des principaux constituants

des divers types de lait, selon Alais (1984), est indiquée dans le tableau Il.

La composition de ces laits est assez voisine en ce qui concerne la proportion en lactose
et en minéraux, mais la teneur en matiére grasse et en protéine est variable. Elle est trés
importante dans le lait de brebis et de bufflesse et a un degré moindre dans le lait de vache

et de chévre.

Les teneurs du laiien ses difErents

constituants (g /1)
[CONSTITUANTS MINERAUX
[Ean 2T
Constituants salins runéran f,2
Zraz dizsons 0,1
CONSTITUANTS ORGANIQUES
[Constituants salins organicues 1,7
Lactose 40
Ivlatiere grasse 35
Protéines ou constituants azotés protéigues 32
- Caséine 26
- Protémes dites solubles f
Constituants azotés non protéiques. 1,5

E

Tableau I : La composition moyenne du lait de vache (Mathieu, 1998).
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Extrait Matiéres azoiees ati -
Fau seC NP e Lactose . .
Total | caséine grasse MInETaux
total o
(o)
[ Vache =130 1230 5,50 TE 5] 5,50 4770 0,20
Chévre B.10 | 13,80 4,00 15 7 430 4 50 0,20
Brehis 2,001 1910 &, 00 77 5 7,50 4 50 1,10
Bufflesse || 2750 [ 17,80 3,60 a0 - 7,50 4,70 0,20

Tableau Il : La composition moyenne des différents types de
lait en leursprincipaux constituants (pour 100 g du lait) (Alais, 1984).

3 — Les caséines

La micelle de caséine est une particule sphérique formée par I'association des caséines ([
s1, [Is9, [] et [1), de quelques fragments peptidiques (les caséines y) issus de la protéolyse

de la caséine [1 et de composants salins dont les deux principaux sont le calcium et le
phosphate (Brule et Lenoir, 1990).

Les caséines du lait ont la caractéristique essentielle de précipiter a pH 4,65 a
température ambiante et de ne pas étre insolubilisée par le chauffage a 100°C. Les quatre
types de caséines, selon Terrien et Fournier (1998), n’ont ni les mémes propriétés physico-
chimiques, ni les mémes masses moléculaires.

De nombreux modéles, concernant I'organisation de la micelle, ont été émis. Le plus
récent, selon Linden et Lorient (1994), est celui de D.G. Schimdt. Ainsi, la micelle est
composée d’'un noyau hydrophobe, entouré d’'une couche polaire rassemblant les parties
riches en groupements phosphoriques et groupements hydrophiles ; la caséine [ s’y trouvait
concentrée.

La croissance des micelles s’arréte lorsque la surface externe est occupée par les
groupements hydrophiles (Figure1).

Quelle que soit la structure réelle, la micelle est composée, dans le lait de vache,
de 'association d’environ 11 000 molécules de caséines [isq, [Isp, L[| et K en proportions

relatives 4-1-4 -1,3 (d’aprés Holt, 1992) de phosphate et citrate de calcium et magnésium
(Tarodo de la Fuente et al., 1999).

Deux facteurs sont responsables de la stabilité des micelles :

A pH 6,7, dans un lait frais, elles portent une charge négative et se repoussent ;

Grace aux parties hydrophiles des caséines, elles fixent une grande quantité d’eau et
sont, de ce fait, caractérisées par un degré d’hydratation élevé.
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Figure 1 : Modéle de formation des micelles selon Schimdt ( Ramet,
1990). A : micelle, B : submicelle, C : pontage de deux submicelles.

4 — Mécanisme de la coagulation du lait
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La coagulation du lait, en industrie fromagére, est une étape essentielle qui nécessite
'emploi d’'un agent coagulant. Elle peut étre obtenue soit par abaissement du pH et/ou
par addition de la présure. Bien qu’issus de mécanismes trés différents, les deux voies de
coagulation aboutissent a la formation d’'un coagulum résultant de la déstabilisation de I'état
micellaire originel de la caséine. Cette derniére, associée a des minéraux, forme un réseau
tridimensionnel spécifique du mode de la coagulation appliqué, donnant soit un gel lactique
soit un gel présure.

4.1 — La coagulation acide

Le lactose se transforme progressivement, sous I'action des bactéries lactiques, en acide
lactique. Cette acidification du lait entraine une neutralisation des charges négatives portées
par les caséines et, par conséquent, une diminution du potentiel de surface des micelles.
Il en résulte une solubilisation des éléments stabilisateurs des micelles (le phosphate de
calcium) qui se désagregent en submicelles.

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

Le gel lactique obtenu est perméable, friable, fragile et ne permettra qu'un égouttage
limité.

4.2 — La coagulation par la présure

La coagulation par I'action des enzymes protéolytiques se déroule en deux étapes. La
premiére est purement enzymatique. Selon Lenoir et al. (1985), elle correspond a une
protéolyse trés limitée et trés spécifique de la caséine par la présure. En effet, la chymosine,
principale composante de la présure, exerce une action spécifique sur la caséine 1 en
hydrolysant sa liaison trés labile (Phe105-Met 106). Ainsi, la molécule de la caséine k se
scinde en deux segments inégaux : le paracaséine kK qui reste intégrer a la micelle, est
insoluble et acide, et le caséinomacropeptide qui se dissocie de la micelle, il est soluble,
acide et est éliminé dans le lactosérum.

Le détachement du caséinomacropeptide de la micelle la rend instable. En effet, il se
produit la réduction des charges négatives de la micelle et de son degré d’hydratation. Ainsi,
ses facteurs de stabilité se trouvent affectés. Des liaisons s’établissent entre les micelles
modifiées permettent leur agrégation et la formation d’un gel dans la mesure ou il n’est
pas agité ; c’est la phase de coagulation ( Mc.Mahon et Brown, 1984 ; Khalid et al., 1990 ;
Mietton et al., 1994 ; Tarodo de la Fuente et al., 1999 ; Schorsch et al., 2002).

Il faut, toutefois, signaler qu’une réaction de protéolyse générale se déroule, dés la
premiére phase de coagulation enzymatique, sur toutes les caséines sous l'effet de la
chymosine.

Le gel présure est trés minéralisé, ce qui lui permet sa cohésion et sa fermeté avant le
déclenchement de la synérése.(Mietton et al., 1994 ; Tarodo de la Fuente et al., 1999).

4.3 — La coagulation mixte

Ce type de coagulation consiste en l'action de la présure et I'acidification du lait. C’est la
voie la plus utilisée dans les industries fromagéres en particuliers pour la fabrication des
fromages frais ( petit suisse, demi sels....) et des fromages a pate molle (Camembert,
Brie...).
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Matériel & Méthodes

| — Matériel biologique et milieu de culture

Au cours de notre expérimentation, nous avons utilisé une souche fongique : Mucor pusillus
référencée 953771, provenant sous forme lyophilisée du Muséum National d’Histoire
Naturelle de Paris — Laboratoire de Cryptogamie —.

Le choix de cette souche repose essentiellement sur son aptitude a produire les
coagulases. Elle est conservée a + 4°C sur milieu malt (gélose inclinée). Un repiquage
bimestriel est nécessaire afin de garder la vitalité de la souche.

Le milieu de culture utilisé est de type solide (fermentation en surface), préconisé par
Levadoux et al. (1989). Il est composé de 60 g de son de blé et de 10 ml d’'une solution a
0,01 % de sulfate d’ammonium.

Le choix de ce type de fermentation repose sur les résultats obtenus par des travaux
antérieurs (Belhamiche, 2001).

Il - Obtention de I’extrait coagulant de Mucor pusillus

1 — Préparation de I'inoculum

Aprés ensemencement des boites de pétri contenant le milieu malt gélosé et leur incubation
a 37°C pendant 5 jours, les spores sont libérées a 'aide d’'une solution a 0,1 % de tween
80. La suspension de spores est filtrée sur de la laine de verre stérile.

2 — Ensemencement du milieu

10 ml du filtrat servent a inoculer le milieu de culture contenu dans un erlen de 500 ml. Le
milieu ainsi ensemencé est incubé a 37°C pendant 4 jours (durée d’incubation optimisée
par Belhamiche (2001).

3 — Extraction de I’enzyme

A la fin de I'incubation, 200 ml du tampon phosphate (0,02 M ; pH 6) sont ajoutés dans
I'erlen. Aprés agitation mécanique pendant 1 heure a 300 trs /mn, le contenu est filtré puis
centrifugé a 10 000 g pendant 30 mn a + 4°C.

lll - Etude des extraits coagulants
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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 I'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 :
Avec :

T. =

V: volume de lait (substrat de Berridge)* ajusté a pH 6,4 et porté a 35°C. (Voir annexe 1)
v : volume de I'extrait enzymatique.

T¢ : temps de coagulation en secondes.

2 — Mesure de I’activité protéolytique

L'activité protéolytique est mesurée selon la méthode de Green et Stackpoole (1975)
(annexe 2). Elle permet I'évaluation du taux de dégradation du substrat (caséine) pendant la
réaction primaire. Cette activité est déterminée par mesure de la concentration en produits
d’hydrolyse de la caséine, solubles dans l'acide trichloracétique (TCA a 12 %). Le dosage
des peptides solubles est effectué selon la méthode de Lowry et al. (1951).

3 — Dosage des protéines

24

Le dosage des protéines totales des extraits coagulants est réalisé selon la méthode de
Lowry et al. (1951) (annexe 3). Le principe de cette méthode se base sur la coloration bleue
développée par les protéines suite a une réaction entre le réactif de Folin et les acides
aminés, principalement la tyrosine et le tryptophane et 8 un degré moins la cystéine et
I'histidine.

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 bovin (B.S.A. a 200 pg /ml)) (annexe 3, figure 3).



Matériel & Méthodes
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Figure 3 : Mesure du temps de coagulation par la
meéthode de Berridge (1945) modifiée par Collin et al. (1977).

IV — Purification de I'extrait enzymatique

IV.1 — Protocoles de purification

Afin de pouvoir purifier I'extrait enzymatique coagulant issu de la culture de Mucor pusillus,
nous nous sommes basés sur deux protocoles de purification. Le premier est préconisé par
Somkuti et Babel (1968) ; le second est proposé par Fernandez-Lahore et al. (1998). Ce
dernier a été modifié en remplacant I'ultrafiltration par la précipitation au sulfate d’ammonium
a 80 % de saturation (figure 4).
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IV.2 — Méthodes de purification
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1 — Précipitation au sulfate d’ammonium

Le sulfate d’'ammonium provoque, dans une solution protéique, une déshydratation et une
précipitation des protéines induisant ainsi le phénomeéne de relargage.

L’avantage du relargage est que les protéines conservent leur conformation native et
peuvent étre redissoutes habituellement sans dénaturation.

L'extrait enzymatique brut est soumis a une précipitation au sulfate d’ammonium a
80 % de saturation. La solution enzymatique ainsi saturée est mise a décanter a + 4°C
pendant une nuit. Aprés centrifugation a 10 000 g pendant 30 mn a + 4°C, le culot est mis
en suspension dans le tampon phosphate (0,02 M ; pH 6).

2 — Dessalage de I’extrait enzymatique

L’élimination du sulfate d'ammonium de I'extrait coagulant est réalisée par la gel filtration
sur une colonne Pharmacia (20 x 1 cm) contenant du Sephadex G-25, dont la zone
de fractionnement est de 1000 a 5000 Da. Les fractions actives sont rassemblées puis
concentrées avec du saccharose.

3 — Concentration avec le saccharose

Cette méthode permet de réduire une quantité considérable d’eau présente dans
I’échantillon en utilisant le principe d’'osmose ou I'eau migre a travers la membrane semi-
perméable du milieu le moins concentré vers le plus concentré. Elle consiste a saupoudrer
du saccharose sur le boudin de dialyse placé dans un récipient a + 4°C.
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Figure 4 : Schéma des protocoles suivis au cours de la purification.

4 — Chromatographie échangeuse d’anions

La chromatographie échangeuse d’anions permet de séparer les protéines selon leurs

charges. En effet, sur une phase stationnaire échangeuse d’anion (CI ), les protéines
chargées négativement seront retenues. En revanche, les protéines chargées positivement
seront €luées en premier. Les protéines retenues sur la phase stationnaire sont ensuite
éluées en modifiant la force ionique de I'éluant (phase mobile).

Dans notre étude, nous avons utilisé I'échangeur Q.E.A.E.(Quaternary-amino-ethyl)-
Sephadex A 50, qui est un gel de dextrane sur lequel sont fixés les groupements chargés
positivement.

Le gel, gonflé dans du tampon phosphate (0,02 M ; pH 6) est dégazé et coulé dans une
colonne (1 x 20 cm) équilibrée avec le méme tampon.
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Aprés concentration de I'extrait, les protéines sont éluées a + 4°C en utilisant un
gradient linéaire NaCl de force ionique allant de 0 a 0,5 M préparé dans le méme tampon.

Le débit d’élution est maintenu constant a 45 ml /heure. La lecture de la densité optique
est effectuée a 280 nm. Les fractions présentant une activité coagulante sont rassemblées
et dialysées contre le tampon phosphate (0,02 M ; pH 6) durant 16 heures a + 4°C.

5 — Chromatographie d’exclusion moléculaire

La chromatographie d’exclusion moléculaire (la filtration sur gel) est une technique qui
permet la séparation des molécules en fonction de leurs poids moléculaires et de leurs
tailles.

La séparation est réalisée dans un ordre décroissant des poids moléculaires ; il existe
une relation linéaire entre le volume d’élution (Ve) et le logarithme du poids moléculaire (Log
PM) de la protéine.

La colonne Pharmacia (1 x 60 cm) est calibrée avec un mélange de protéines standards
a poids moléculaires connus ; sérum albumine bovin : 67 000 Da ; pepsine : 35 000 Da et
trypsine : 23 8000 Da.

Une quantité aliquote de 1,5 ml d’échantillon est éluée avec le tampon phosphate (0,02
M ; pH 6) a un débit de 2 ml / heure. La lecture des densités optiques est réalisée a 280
nm. Les fractions douées d’'une activité coagulante sont rassemblées et concentrées puis
conserveées.

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 en vue d’une étude électrophorétique.

7 — Electrophorése sur gel de polyacrylamide en présence du dodecyl
sulfate de sodium (SDS- PAGE)

L’électrophorése est une méthode d’analyse basée sur la séparation des protéines en
fonction de leurs charges et de leurs poids moléculaires.

Le S.D.S. (CH3 (CH2)11_S0O3, Na+) est agent dénaturant qui se fixe sur les protéines

leur conférant une charge négative. De ce fait, la mobilité électrophorétique du complexe
S.D.S protéines dépendra du poids moléculaire.

A chaque étape de purification, un échantillon est conservé a I'état congelé ou lyophilisé
en vue d’'une électrophorése dans le but de contrdler 'lhomogénéité, la pureté de 'enzyme
et de déterminer son poids moléculaire.

Il existe une relation de linéarité entre le logarithme de masse moléculaire d’une
protéine et sa mobilité électrophorétique au sein d’un gel. La détermination de la masse
moléculaire des échantillons est effectuée en utilisant une courbe étalon ou Log (PM) = f
(Rf).

Le rapport frontal Rf est calculé grace a la relation suivante :
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Distance parcourue par la proteine

Rf

Distance de migration de bleu de bromophenol

Les différents échantillons ainsi que les marqueurs, repris volume a volume dans
le tampon échantillon sont séparés sur un gel de polyacrylamide constitué d’'un gel de
séparation a 12 % et d’un gel de concentration a 5 % (voir annexe 5).

La migration électrophorétique est réalisée grace a un systéme d’électrophorése « Max
Fill Bioblock Scientific » dans les conditions suivantes :

Voltage : 250 V
Ampérage : 74 mA
Température ambiante
Temps : 1 heure.
La révélation des protéines ainsi séparées se fait par la coloration du gel au bleu de

Coomassie (R-250) pendant deux heures suivie d’une décoloration jusqu’a apparition nette
de bandes.

V — Caractérisation de I’extrait coagulant purifié

La caractérisation de [I'extrait enzymatique purifi€é consiste en la détermination des
conditions optimales de l'activité coagulante en fonction de certains facteurs.

La mesure de 'activité coagulante est déterminée en mesurant le temps de coagulation
selon la méthode de Berridge (1945) modifiée par Collin et al. (1977).

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 I'activité coagulante de I'extrait enzymatique a été déterminée
en faisant varier le pH du lait de 5,0 a 7,2.

3 — Détermination de la concentration optimale de CaClp

L'influence de la concentration en CaCly sur I'activité coagulante a été déterminée en faisant
varier la concentration du lait en ions CaClo de 0,00 M a 0,05 M.
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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 0,06 mg /ml a 0,3 mg /ml.

5 — Etude de la stabilité de I’extrait enzymatique

30

5.1 — Stabilité thermique

La stabilité thermique de I'extrait a été étudiée en mesurant son activité coagulante
résiduelle aprés maintien de I'extrait enzymatique a des températures variables de 30°C a
60°C pendant 30 mn.

5.2 — Stabilité au cours de la conservation

La stabilité de I'extrait coagulant au cours de la conservation a + 4°C et a —18°C a été
déterminée en mesurant I'activité coagulante résiduelle de I'extrait.
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Résultats & Discussion

| — Obtention de I'extrait enzymatique brut

La culture de Mucor pusillus est menée sur milieu solide (son de blé) & 37°C pendant 4
jours. L'extraction de 'enzyme est réalisée par addition du tampon phosphate (0,02 M ; pH
6).Aprés une heure d’agitation a 300 trs /mn, le contenu est filtré puis centrifugé a 10 000
g pendant 30 mn a + 4°C. Le surnageant représente I'extrait enzymatique brut dont un litre
est obtenu a partir de cing fermentations (soit 300 g de son de blé). Il est caractérisé, en
moyenne, par :

une activité coagulante de 0,34 UP /ml ;
une quantité en protéines de 2,47 mg/ml ;
et une force coagulante de 1/1200.

Il — Purification de I’extrait coagulant de Mucor
pusillus

L'objectif principal de notre étude consiste en la mise en évidence d’'un protocole de
purification. Pour cela, I'extrait enzymatique brut issu de la culture du Mucor pusillus subit
plusieurs étapes de purification afin d’obtenir une coagulase pure. A cet effet, aprés chaque
étape, l'activité coagulante totale de la protéase, la quantité totale de protéine, I'activité
spécifique, le rendement en activité et le facteur de purification sont déterminés.

A fin de purifier notre coagulase, nous avons adopté le protocole de purification
préconisé par Somkuti et Babel (1968) puis celui proposé par Fernandez—Lahore et al.
(1998).

1 — Protocole | (Somkuti et Babel, 1968)

Aprés la précipitation de I'extrait enzymatique brut au sulfate d’ammonium a 80 % de
saturation, le culot est repris dans du tampon phosphate (0,02 M ; pH 6), dessalé sur
Sephadex G-25 puis concentré avec du saccharose. Cette étape a permis, d’aprés les
résultats illustrés par le tableau Ill, d’obtenir une activité de 52,07 % par rapport a 'activité
initiale et de multiplier par un facteur de 3,19 'activité spécifique de la coagulase.

Le profil chromatographique d’exclusion moléculaire sur Sephadex G-100 du précipité
dessalé et concentré (161,28 mg) reléve deuxpics d’élution (figure 5).

Le test d’activité indique que seul le premier pic est doué d’'une activité coagulante, ce
qui nous laisse supposer que la coagulase en question est de haut poids moléculaire. Par
ailleurs, une légére augmentation de l'activité spécifique et du facteur de purification a été
constatée avec un rendement de 44,54 %. De plus, la filtration sur gel a permis d’éliminer
environ 94,2 %des protéines non actives.
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Figure 5 : Profil d’élution sur Sephadex G-100 de I'extrait
enzymatique de Mucor pusillus apres précipitation au sulfate d’ammonium
a 80% de saturation. (Colonne Pharmacia (1 x 60 cm), tampon
d’élution phosphate (0,02 m; ph 6), débit : 6 ml /h, Fraction de 1 ml).
ararnstres | A pfjyiié Activité
Protéines| Rendement | Facieur de
coagulanie (ng) speécifique S
Etapes 1P mg 1) % (20) purification
e (UF) (TP/mg)
E.E.B. 153 QEa 0,154 100 1
1] (NH)-50,
(80% de 79 6% 161,28 0,494 22,07 3,19
saturation)
Filtration
B, 1a 7.6 1,183 44 54 TAHE
sur gzel
Echangeuse
_ 2B E 10,2 2,666 12,82 17,31
d*anions

Tableau Ill : Bilan de purification de I'extrait coagulant de Mucor pusillus(Protocole |).

Les résultats obtenus par Somkuti et Babel (1968), indiquent quatre pics d’élution (dont
un seul est actif) aprés une gel filtration avec I'élimination d’'une quantité importante de
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pigments colorés présente dans I'extrait enzymatique brut avec un facteur de purification,
de deux fois supérieur a celui observé dans notre étude.

De méme, Lenoir et al. (1979), ont pu éliminer 98 % des protéines non actives avec
un rendement en activité de 50 %.

Le profil chromatographique d’échange d’anions sur QEAE- Sephadex A-50 de la
fraction active issue de la filtration moléculaire, rapporté par la figure 6, montre trois pics
dont un seul est actif. L'enzyme est éluée avec le gradient NaCl a une concentration de 0,35
M. Ceci suggére que notre coagulase est de nature anionique. Au cours de cette étape,
nous avons enregistré une augmentation du facteur de purification soit de I'ordre de 17,31.
Cependant, le rendement en activité chute a 18,82 %.

07 —a— Ahzorbance —— Acturité coagulants 0E
| —a— Mad —Linésire Matl) T

D|E T |:| 5
E 05
=4 + 04
S 04+ =
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503 =
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Figure 6 : Profil d’élution sur QEAE-Sephadex A50 de la fraction
active l'extrait enzymatique de Mucor pusillus, issu de la filtration
moléculaire. (Colonne (1 x 20 cm), tampon d’élution phosphate (0,02
M ; pH 6), Gradient NaCl 0- 0,5 m, débit : 45 ml /h, Fraction de 2 ml).

Aprés une échangeuse d’anions, Somkuti et Babel (1968), ont isolé une fraction
enzymatique principale pour une concentration en NaCl comprise entre 0,3 et 0,4 M avec
un rendement de 55 % et un facteur de purification de 34.

Dans une étude similaire portée sur la purification de la protéase du Penicillium
caseicolum, Lenoir et al. (1979), ont obtenu un rendement de purification supérieur a 40
% tout en multipliant par un facteur de 29 I'activité spécifique de cette coagulase. En
revanche, la purification de la lettucine, menée par LoPiero et Petrone (1999), en adoptant
une précipitation au sulfate d'ammonium, une filtration sur gel, une échange d’anions puis
une seconde filtration sur gel, a conduit a un bilan de purification se traduisant par un
rendement de 60 % et un facteur de purification de 5.
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Afin de déterminer ’homogénéité de la protéine purifiée, une électrophorése sur gel de
polyacrylamide en présence de SDS est réalisée. Pour cela, plusieurs échantillons ont été
utilisés a savoir : I'extrait brut, I'extrait précipité, la fraction active issue de la filtration sur gel
et la fraction active issue de I'échangeuse d’anions .

Le profil électrophoréetique, illustré par la figure 7, reléve une succession de bandes
dans le surnageant brut (A) ainsi que dans le précipité au sulfate d'ammonium (B), une
seule bande dans la fraction active issue du Sephadex G-100 (C) et également une seule
dans la fraction coagulante obtenue du QEAE- Sephadex A-50 (D).

4 B C D E
- - -
-

A — Fotrat ensymatiqae brat.

E — Extratt préacipté an sulfate d’armwonnom & 80 2% de saboration.

C — Fraction ismue de la filkration sur zel aprés précipitation a sulfate d"armmonmm
D — Fraction coagularte 1ssue de 1'échange iomique aprés gel filtation

E - Piotéines marquenrs.
Figure 7 : Profil éléctrophorétique des
extraits coagulants de Mucor pusillus (Protocole |)

Ces résultats indiquent que les mémes bandes existent et dans le précipité et dans
'extrait brut. Ce qui explique que la précipitation au sulfate d’ammonium a 80 % de
saturation avait comme objectif la concentration de I'extrait brut. De plus, la filtration sur gel
aprés précipitation a permis d’obtenir une bande homogéne ce qui nous laisse conclure que
I'étape d’échange d’anions n’est pas nécessaire dans notre cas. Par ailleurs, nos résultats
concordent avec ceux d’autres auteurs (Somkuti et Babel, 1968 ; Lenoir et al., 1979), qui
ont observé une bande homogéne a la fin de la purification.

2 — Protocole Il (Fernandez -Lahore et al., 1998)
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Ce protocole comprend une ultrafiltration, une chromatographie échangeuse d’anions et
une filtration sur gel. Cependant, pour des raisons de disponibilité nous avons remplacé
l'ultrafiltration par une précipitation au sulfate d’ammonium a 80 % de saturation. Le profil
de la chromatographie sur QEAE- Sephadex A-50 du précipité au sulfate d’ammonium a
80% de saturation (161,28 mg) montre trois pics distincts (figure 8). L'activité coagulante,
constatée dans le troisieme pic est éluée a une concentration en NaCl de 0,35 M.

Cette étape a permis d’obtenir un facteur de purification relativement élevé voisin de
13, cependant, le rendement a chuté a 23,21 % (tableau 1V). Selon I'étude de la coagulase
de Mucor pusillus portée par Khan et al. (1979), 'échange ionique a pH 8 a révélé deux pics
correspondant a deux protéases I'une est douée d’'une activité coagulante trés signifiante
et 'autre présente une trés faible activité coagulante avec un rendement de 29 %.
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]’ e HaCl — Lindaire (HaCI)
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Figure 8 : Profil d’élution sur QEAE- Sephadex A- 50 de I'extrait coagulant
de Mucor pusillus, apres précipitation au sulfate d’'ammonium a 80 % de
saturation. (Colonne (1 x 20 cm), tampon d’élution : phosphate (0,02 M ; pH 6),
gradient NaCl : 0-0,5 M, débit : 45 ml /h, fraction : phase 1 : 3 ml, phase 2 : 2 ml).
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cnag] ie roieéines spéci.ﬁque nidement ac.teurﬁn
Etapes @py | " | wpmg| OO [puifcaton
puarificat
E.EB. 1553 QEE 0,154 100 1
1 (NHL ),
S0, 4 80 %
! :e 79 6% 161,28 0,494 52,07 3,19
saturation
Echangeuse
. 35,53 17,76 2 23,21 12, 9%
d’anions
Filtration
15,36 4352 3,55 10,03 23,08
sur zel

Tableau IV : Bilan de purification de I'extrait coagulant de Mucor pusillus (Protocole Il).

La chromatographie d’exclusion moléculaire de la fraction active a montré deux pics
d’élution dont le premier est actif (figure 9). Par ailleurs, un bon facteur de purification (soit de
23) a été obtenu avec une activité spécifique de 3,55. En revanche, le rendement en activité
reste trés faible (10 %) et seul 0,43 % des protéines totales ont été récupérées. En effet, la
filtration sur gel de la fraction active, selon Fernandez-Lahore et al. (1999), a révélé un seul
pic actif avec une activité de 76,2 % par rapport a l'initiale. Par ailleurs, la purification de
la coagulase du Mucor bacilliformis par une ultrafiltration puis une échange d’ions a permis
d’obtenir un rendement de 64 % et un facteur de purification de 15,5 (Fernandez-Lahore
et al. ,1998).
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Figure 9 : Profil d’élution sur Sephadex G-100 de la fraction active de
Mucor pusillus , issue de I'échangeuse d’anions . (Colonne Pharmacia (1 x 60
cm), tampon d’élution : phosphate (0,02 M ;pH 6), débit : 6 ml /h, fraction : 1ml).

Le profil électrophorétique, rapporté par la figure10, montre plusieurs bandes dans
I'extrait enzymatique brut (A) et dans le précipité (B), une bande dans la fraction active issue

de I'échange d’anions (C) et une dans la fraction obtenue par la filtration moléculaire.
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& — Extrait enzymatique brut

B — Extrait précipité au sulfate d’ammonium & 80% de saturation

' — Fraction coagulante 1ssue d’échange 1onique aprés précipitation au sulfate d’ ammoniim
[ — Fraction coagulante 1ssue de la filtration sur gel aprés échange ionigque

E — Protéines marquenses.
Figure 10 : Profil électrophoretique des
extraits coagulants de Mucor pusillus(Protocole Il).

En comparant les résultats obtenus par les deux protocoles, particulierement les bilans
de purification, il s’avére qu'il est plus intéressant de récupérer une quantité de 6 % des
protéines du départ avec une activité de 44,54 % aprés gel filtration (protocole 1) que
d’obtenir 1,80 % des protéines totales avec un rendement de 23 % aprés une échangeuse
d’anions (protocole Il). Pour cela, le protocole « | » s’avere meilleur par rapport au second.

Par ailleurs, I'obtention de faibles rendements peut étre liée a une dilution de I'enzyme
au cours de la purification ou bien a une faible quantité en protéines dans [I'extrait
enzymatique brut.

Cependant, nous nous sommes posé une question : peut—on améliorer les rendements
en activité tout en précipitant I'extrait enzymatique brut par fractionnement (pré purification) ?
Pour cela, I'extrait enzymatique brut a fait I'objet d’'une précipitation au sulfate d’ammonium
a40 % puis a 80 % de saturation. Le culot, récupéré apres centrifugation a 10 000 g pendant
30 mn a + 4°C, est repris dans du tampon phosphate (0,02 M ; pH 6), dessalé sur Sephadex
G-25 puis concentré avec du sucrose. Des résultats illustrés par le tableau V on note une
importante chute d’activité de 28,53 % par rapport a I'initiale avec un facteur de purification
voisin de 3.
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Paramétres || Actvité Protéi Arctvite Rende ; Facteur de
coagulanie rotemnes specifique féemen m: “rﬁn
purification
E.EB. 117 10125 0,115 100 1
|| (NH -850,
(40 — 80 % da 30 94 14004 0,541 28,53 2,964
saturation )
Filiration
24 11.4 2,105 20,51 12,30
sur gel

Tableau V : Bilan de purification de I'extrait coagulant de Mucor
pusillus (aprés précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium).

Cette observation ne concorde pas avec celle rapportée par d’autres auteurs qui ont
adopté le principe du fractionnement par des sels. En effet, dans une étude similaire portant
sur la coagulase de Bacillus subtilis, Matoub (2000), a noté un rendement en activité de
93,75 %. Par ailleurs, Cavalcanti et al. (2004), en fractionnant I'extrait brut d’'une coagulase
fongique issue de Nocardiopsis sp. ont observé un rendement de 55 % et un facteur de
purification de 7. La précipitation de I'extrait de Rhizopus oryzae a conduit a un rendement
de 103 % ce qui est due, selon Kumar et al. (2005), a I'élimination des substances inhibitrices
présentes dans la préparation enzymatique brute.

Par contre, d’autres auteurs ont enregistré de faibles rendements suite a une série
de travaux de recherche portant sur la purification des coagulases végétales et animales.
En effet, aprés une précipitation au sulfate dammonium a 50 % de saturation et une
chromatographie d’exclusion moléculaire des rendements de 'ordre de 25 %, de 12,5 % et
de 23 % ont été notés respectivement pour la coagulase des graines de melon, la pepsine
ovine et la pepsine du poisson (Fernani, 2002 ; Slamani, 2002 et Machou, 2004).

Le profil chromatographique sur Sephadex G-100 du précipité fractionné au sulfate
d’ammonium, rapporté par la figure 11, indique la présence de deux pics d’élution ; le
premier est doué d’une activité coagulante, le second non actif présente une densité optique
d’environ 0,15 et ce contrairement a celui obtenu dans la figure 4 (densité optique de 0,35).
Ceci peut étre interprété par le fait que I'échantillon a subi une pré purification.

Cette étape a permis de multiplier par un facteur de 18,30 l'activité spécifique de la
coagulase (tableau V). Cependant, le rendement en activité reste encore faible soit de I'ordre
de 20,51 %.
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Figure 11 : Profil d’élution sur Sephadex G-100 de I'extrait coagulant
de Mucor pusillus, précipité par fractionnement au sulfate d’ammonium
(40-80% de saturation). (Colonne Pharmacia (1 x 60 cm), tampon
d’élution : phosphate (0,02 M; pH 6), débit : 6 ml /h, fraction de 1 ml).

Les travaux de Khan et al. (1979), ont conclu que la précipitation fractionnée au sulfate
d’ammonium (50 — 80 % de solution) suivie d’'une échangeuse d’anions a pH 6 a permis
de séparer la protéase coagulante de la protéase non spécifique avec un rendement de 64
% et un facteur de purification de 29. Cette séparation n’a pas été réalisée par ces méme
auteurs en précipitant I'extrait brut a 80 % (soit un rendement de 33 %) suivie d’'une échange
ionique a pH 8 (soit un rendement de 29 %).

La figure 12 rapporte que la fraction active issue de la chromatographie d’exclusion
moléculaire (aprés fractionnement au sulfate d’ammonium) est homogéne. Ce résultat
est noté par plusieurs auteurs (khan et al.,1979 ; Cavalcanti et al., 2004 ; Kumar et al.,
2005). Par ailleurs, le profil electrophorétique de I'extrait enzymatique brut, du précipité
par fractionnement (40 — 80 %) et du précipité a 80 % de saturation ne montre aucune
différence entre ces trois échantillons (figure 12). Ceci suggéere que le fractionnement au
sulfate d’ammonium n’est pas préconisé dans notre cas.
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Figure 12 : Profil électrophoretique des extraits
coagulants de Mucor pusillus (deux étapes de purification).

A — Extrait enzymatique brut

B — Extrait précipité au sulfate dammonium (40 — 80 % de saturation)
C — Fraction issue de la gel filtration aprés précipitation fractionnée

D — Marqueurs de protéines

A B c D

o

Figure 13 : Profil electrophoretique des extraits coagulants de Mucor pusillus
(extrait brut ‘B’, précipité 40-80% de saturation ‘C’et précipité a 80% de saturation ‘D’).

Bien que ce protocole a permis d’avoir un facteur de purification considérable,
cependant, le rendement en activité reste trés faible. Ceci est peut étre lié, comme on
I'a supposé précédemment, soit & une perte en enzyme, a sa dilution ou alors a la faible
concentration en enzyme de l'extrait brut. Pour cela, nous avons pensé a lyophiliser le
surnageant de la culture de Mucor pusillus. Lextrait coagulant brut lyophilisé a fait objet d’un
c6té d’une filtration sur gel et d’'un autre c6té d’'une échangeuse d’anions.

Le profil chromatographique sur Sephadex G-100 de I'extrait enzymatique brut
lyophilisé (125 mg) indique deux pics d’élution dont le premier est actif (figure 14). La fraction
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active représente 2,64 % des protéines appliquées. Cette étape a permis d’éliminer environ
97 % des protéines non actives et d’'améliorer le rendement en activité (55,13 %) tout en
multipliant par un facteur de 20,88 l'activité spécifique de la coagulase (tableau VI).

L'étude menée par Slamani (2002), portant sur la purification de la pepsine ovine a
révélé une fraction active avec un rendement de 59,40 % avec un facteur de purification
de 12,77.
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Figure 14 : Profil d’élution sur Sephadex G-100 de I'extrait coagulant
brut lyophilisé de Mucor pusillus Colonne Pharmacia (1 x 60 cm), tampon
d’élution : phosphate (0,02 M ; pH 6), débit : 6 ml /h, fraction : 1 ml).
Activite Activité
Paramitres v . Protéines | L:illq Rendement | Facteur de
coagulan specifique . .
(mg) (%) purification
(UP) (UP / mg)
Etapes de purification
E.EB. lyophilisé 2775 125 0,222 100 1
Filiration sur gel 15,30 3,30 4 636 25,13 20,58

Tableau VI : Bilan de purification de l'extrait
brut lyophilisé de Mucor pusillus (filtration sur gel).

Le profil électrophorétique montre que la fraction active issue de la filtration sur gel est
homogéne (figure15).
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Figure 15 : Profil electrophorétique des extraits de Mucor pusillus
(extrait brut lyophilisé ‘A’ et la fraction active issue de la filtration sur gel ‘B’).

L’extrait enzymatique brut lyophilisé (125 mg) appliqué sur une échangeuse d’anions a
donné un profil chromatographique sur QEAE- Sephadex A-50 relevant trois pics distincts
(figure 16). L’activité coagulante est concentrée en un seul pic. Par ailleurs, 'enzyme est

éluée a une concentration en NaCl de 0,26 M.
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Figure 16 : Profil d’élution sur QEAE- Sephadex A-50 de I'extrait brut
lyophilisé de Mucor pusillus (Colonne (1 x 20 cm), tampon d’élution : phosphate
(0,02 M ; pH 6), gradient NaCl : 0 — 0,7 M, débit : 45 ml /h, fraction : 3 ml).

Le tableau VIl rapporte un rendement en activité de 59,45 % avec un facteur de

purification de 6,75.
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[ Faamitres | Activite . Actviie | T
coagulanie TOTEImes specifique TLOemen m: ur.
Etapes de (UP) (mg) (UP/mg) (%) purification
puarification me
E.EE.
e 2775 125 0222 100 1
Iyophilisé
Echange
_ 16,5 11 1,5 5945 f,7 5
d *anions
Filtration sur
zel 2,1 0525 4 .56 18,0

Tableau VI : Bilan de purification de I'extrait brut lyophilisé
de Mucor pusillus (échangeuse d’anions + filtration sur gel).

La fraction coagulante est éluée sur Sephadex G-100. Les résultats, rapportés par la
figure 17, indiquent deuxpics d’élution dont le premier est actif. Cette fraction enzymatique
principale présente une activité de 7,56 % par rapport a l'initiale et seul 0,42 % des protéines
du départ sont récupérées.
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Figure 17 : Profil d’élution sur Sephadex G-100 de la fraction active
issue de la chromatographie échangeuse d’anions de l'extrait brut
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lyophilisé de Mucor pusillus. (Colonne Pharmacia (1 x 60 cm), tampon
d’élution : phosphate (0,02 M ; pH 6), débit : 6 ml /h, fraction : 1 ml).

Les résultats de l'analyse électrophoretique, illustrés par la figure 18, montrent que
la fraction active issue de I'échangeuse d’anions est composée de deux bandes, ce qui
explique son hétérogénéité. En revanche, la filtration moléculaire a permis d’éliminer la
seconde bande dont le poids moléculaire est voisin de 20 000 Da, et donne, de ce fait, une
seule bande homogéne.

A partir de ces résultats, il ressort que I'échange ionique, comme seule technique de
purification, ne permet pas de purifier totalement I'extrait enzymatique brut.

B C D

A

-
E.

.‘ §
“'
T

Figure 18 : Profil electrophorétique des extraits coagulant de
Mucor pusillus (extrait brut lyophilisé ‘B’, la fraction active issue de
I’échangeuse d’anions ‘C’ et la fraction active issue de la filtration sur gel ‘D’).

L'étude menée par Preetha et Boopathy (1997), sur la coagulase du Rhizomucor miehei
a permis d'obtenir un rendement en activité de 68 % apres I'échangeuse d’anions avec
quatre bandes électrophorétiques, la chromatographie d’affinité a révélé une seule bande
homogéne avec un rendement de 22 % et un facteur de purification de 6,7. Selon ces mémes
auteurs, les pigments colorés associés aux protéines enzymatiques sont éliminés au cours
de la purification. Une perte considérable en rendement a été constatée par Belyauskaite
et al. (1980), en purifiant les protéases obtenues de la culture du Mucor renninus. En effet,
trois fractions ont été obtenues dont deux sont douées d’'une activité protéolytique et une
seule contenant une activité coagulante. Cette derniére a donné une bande homogéne avec
une activité de 13,9 % par rapport a l'initiale.

Par ailleurs, selon Bengana (2001), I'extrait enzymatique brut, provenant des caillettes
de bovins adultes, a été séparé sur DEAE- cellulose A-50 en deux fractions : la chymosine,
qui représente 12 % de I'activité totale, est éluée a 0,3 M en NaCl et la pepsine, qui
représente 88 % de l'activité totale, est éluée a 0,5 M de NaCl.
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3- Détermination du poids moléculaire

La détermination du poids moléculaire a été réalisée par chromatographie d’exclusion
moléculaire sur Sephadex G-100 et par électrophorése sur gel de polyanylamide en
conditions dénaturantes, en présence de sodium dodecyl sulfate (S.D.S.).

L’évaluation approximative de la masse moléculaire a été réalisée par I'élution des
protéines a poids moléculaire connu (BSA : 67 000 Da, pepsine : 35 000 Da et trypsine :
23 800 Da), sur Sephadex G-100 dans les mémes conditions que notre coagulase purifiée
(figure 3, annexe 4). Le volume d’élution de I'enzyme correspond a 12 ml (figure 5, annexe
4).

Grace a une courbe étalon (figure 4, annexe 4) du logarithme du poids moléculaire
des protéines marqueuses en fonction du volume d’élution, nous avons pu estimer le poids
moléculaire de la protéase étudiée a 48 000 Da.

La migration electrophorétique de la coagulase étudiée est réalisée parallélement a
celle des marqueurs a poids moléculaire connu (Phosphorilase : 94 000 Da, sérum albumin
bovin : 67 000 Da, ovalbumine : 43 000 Da, anhydrase carbonique : 30 000 Da, trypsine
inhibiteur : 20 000 Da et lactalbumine : 14 000 Da).

Le profil electrophorétique représenté par la figure 15 montre que la fraction active
étudiée fait apparaitre une seule bande homogeéne.

D’aprés la courbe étalonnage obtenue avec les marqueurs a poids connu et séparés
dans les mémes conditions illustrée par la figure 6 (annexe 5), la masse moléculaire de la
fraction coagulante est de I'ordre 49 000 Da.

Nos résultats ne concordent pas avec ceux rapportés par la littérature. Selon Areces
et al. (1992) cité par Fernandez-Lahore et al. (1999), les protéases fongiques sont
caractérisées par un poids moléculaire variant de 32 000 a 34 000 Da. Ce résultat est
confirmé par certains auteurs (Belyauskaite et al., 1979 ; Lenoir et al.,1979 ; Fernadez-
Lahore et al., 1999 et Kumar et al.,, 2005), en étudiant respectivement les coagulases
purifiées de Mucor renninus, Penicillium caseicolum, Mucor sp. et Rhizopus oryzae.

En revanche, d’autres travaux ont signalé des masses moléculaires un peu plus
élevées. En effet, Preetha et Boopathy (1997), ont indiqué un poids de 40 000 Da pour la
coagulase de Rhizomucor miehei. La méme masse a été estimée pour 'enzyme de Bacillus
(Safarik, 1984 ; Chemlal, 1998) et de Mixococcus xanthus (Poza et al., 2003).

La différence de poids moléculaire indique que cette caractéristique dépend de l'origine
de la coagulase. Ainsi, les travaux portés sur les coagulases animales ont indiqué des
poids moléculaires compris entre 31 000 et 37 000 Da (Fox et Whitaker, 1977 ; Slamani,
2002 et Machou, 2004). Selon Garnot et Martin (1980), la chymosine et la pepsine sont
caractérisées par une masse de 30 000 Da et de 35 000 Da respectivement. Par ailleurs,
des poids moléculaires de I'ordre de 67 000 Da et de 62 000 Da ont été rapportés pour la
coagulase des graines de melon (Fernani, 2002) et de l'artichaut (Llorente et al., 2004).

lll — Caractérisation de I’extrait fongique purifié et de
la présure
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1 — Influence de la température

La détermination de la température optimale d’activité des préparations coagulantes a été
réalisée en mesurant le temps de coagulation a différentes températures du lait allant de
25°C a 65°C.

La figure 19, rapporte un comportement différent des enzymes étudiées. L’'optimum
d’action pour la coagulase purifiée du Mucor pusillus et de la présure animale est,
respectivement, obtenu aux températures du lait égales a 50°C et 42°C. Au dela de ces
températures, on note une baisse d’activité pour les deux coagulases. Par ailleurs, I'extrait
coagulant fongique, comparé a la présure animale, se montre encore actif a 60°C. A cette
température, la présure est complétement détruite.

L'influence de la température sur le temps de prise résulte de trois effets : la
thermosensibilité de 'enzyme coagulante (la présure commence a se dénaturer a 35°C et
est totalement dénaturée a 65°C), la vitesse de la réaction enzymatique (phase primaire :
Q10 = 2) et surtout la vitesse d’agregation (phase secondaire : Q19 = 12) (Mietton et al,

1994).

120 - —— Coagulase fonggque —=— Présure
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Figure 19 : Effet de la température du lait sur I'activité coagulante.

Selon Garnot et Martin (1980), la présure présente une activité coagulante optimale a
une température voisine de 40°C. Les études portant sur la coagulase de Mucor pusillus
ont rapporté un optimum thermique de 55°C (Somkuti et Babel, 1968 ; lwasaki et al., 1979 ;
Maheshwari et al., 2004). Ce méme résultat a été obtenu par Cavalcanti et al. (2004) pour
la protéase coagulante de Nocardiopsis sp. Par ailleurs, 'enzyme secrétée par Rhizopus
oryzae, présente, selon Kumar et al. (2005), un optimum thermique de 60°C, température
optimale d’action des enzymes de Bacillus (Madsen et Qvist, 1997 ; Matoub, 2000). Plus
récemment, Goursaud (1999), a indiqué une température optimale d’action de 52°C a 62°C
pour les préparations fongiques coagulantes de Mucor miehei, Mucor pusillus et Endothia

47



Extraction, purification et caractérisation de la coagulase de Mucor pusillus

parasitica. Belhamiche (2001), en caractérisant I'extrait enzymatique brut de la souche en
question, a noté que I'activité augmente progressivement entre 30°C et 60°C et rapidement
entre 60°C et 70°C.

Par ailleurs, la pepsine de poulet, étudiée par Morsli (1996), présente une température
optimale de 40°C. Dans une étude similaire, Bengana (2001) a rapporté une activité
optimale a 45°C pour la chymosine et la pepsine. Toutefois, plusieurs travaux réalisés sur
les coagulases végétales ont rapporté des optimum thermiques trés élevés (Mouzali, 2001 ;
Bruno et al., 2002 ; Fernani, 2002 ; Lo Piero et al., 2002).

La température est en général plus élevée pour les enzymes de microorganismes et
de végétaux par comparaison aux protéases animales. De telles enzymes sont, selon Alais
(1984), favorisées. En effet, 'avantage de ces enzymes réside en leur capacité d’activer
le processus technologique de fabrication de fromages, dans le cas ou la coagulation
nécessiterait des températures élevées, juste aprés la pasteurisation ou I'on fixe des valeurs
de températures supérieures a 50°C.

2 — Influence de pH du lait
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L'effet du pH du lait sur I'activité coagulante est illustré par la figure 20. Les deux préparations
enzymatiques étudiées présentent un comportement analogue vis a vis du pH du lait. Une
activité relativement importante est constatée a pH 5 ; au dela de cette valeur, I'activité
diminue. A pH 7, l'activité de la coagulase fongique étudiée et de la présure animale, ne
représente que 2,65 % et 2,4 % respectivement. Ces deux préparations sont complétement
inactivées a pH 7,2.
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Figure 20 : Effet du pH du lait sur I'activité coagulante.
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L'abaissement du pH de 7 a 5,2 provoque la diminution du temps de coagulation
(Ramet, 1990 ; Najera et al.,, 2003). 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.

Selon lwasaki et al. (1979), le pH optimum de la coagulase du Mucor pusillus est de
3,5 en utilisant de la caséine comme substrat. La méme constatation a été rapportée par
Belyauskaite et al. (1980) pour la protéase du Mucor renninus testée sur de ’hémoglobine.

Cependant, les travaux de Somkuti et Babel (1968) puis ceux de khan et al. (1979)
ont rapporté un pH optimum de 3,8. Les enzymes fongiques, selon Fernadez-Lahore et al.
(1999), se caractérisent par un pH optimum d’action entre 2,5 et 5,5. En revanche, 'optimum
d’hydrolyse de la caséine par la chymosine est compris, selon Mietton et al. (1994), entre
pH 5,4 et pH 5,7 tandis qu’il se situe entre 2 et 3 pour la pepsine. Par ailleurs, la pepsine
de poisson (Munida) a une activité optimale entre pH 6,5 et 7,5 (D’Ambrosio et al., 2003).
Garnot et Martin (1980) ont rapporté un pH optimum de 5,8 pour la présure animale.

Par ailleurs, I'activité optimale de la coagulase extraite a partir de I'artichaut se situe
entre pH 4,5 et 5,5 (Llorente et al., 2004), par contre, celle de la broméline est de 8,5 (Bruno
et al., 2002).

En définitif, I'effet du pH du lait sur I'activité coagulante des enzymes est fortement
dépendant de leur origine et de la nature du substrat

3 — Influence de la concentration en CaClp

L'influence du calcium sur I'activité coagulante de la protéase du Mucor pusillus comparée
a la présure animale, a été étudiée en faisant varier sa concentration dans le lait de 0,00
M a 0,05 M.

Les résultats indiqués par la figure 21 montrent que I'activité coagulante augmente
avec la concentration en CaCly du lait. L'optimum d’activité pour les deux préparations

coagulantes est obtenu pour une concentration de 0,02 M. Au dela, l'activité baisse par un
effet inhibiteur de l'ion calcium. Cet effet est plus marqué avec I'extrait coagulant purifié de
Mucor pusillus.

L'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 (Brule et Lenoir, 1990). En effet, Cette addition provoque,
selon Najera et al. (2003), une diminution du temps de coagulation. Cependant, pour une
concentration élevée en CaCly, le temps de coagulation tend a augmenter.
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Figure 21 : Effet de la concentration en CaCls du lait sur I'activité coagulante.

L'activité optimale de I'extrait enzymatique brut de la souche fongique étudiée, selon
Belhamiche (2001), a été constatée pour une concentration en CaClo de 0,04 M.

D’apreés les résultats obtenus par Preetha et Boopathy (1997), aucune différence de
sensibilité de la protéase de Rhizomucor miehei par rapport a la présure n’a été constatée.

Par ailleurs, dans une étude similaire de la coagulase de Bacillus subtilis, Chemlal
(1998), a obtenu une concentration optimale de 0,05 M. Par contre, Matoub (2000), a
rapportée une activité optimale de la coagulase purifiée a une concentration de 0,02 M.

Lors d’'une étude de quelques plantes locales et d’'une coagulase de poulet, Morsli et
al. (1985) et Morli (1996), ont indiqué une concentration du lait en CaCly de I'ordre de 0,02
M pour I'ensemble des préparations coagulantes. Ce résultat a été confirmé par Garnot et
Martin (1980) pour la présure animale. En revanche, la pepsine ovine présente une activité
coagulante optimale & une concentration en CaCly de 0,06 M (Slamani, 2002).

Par comparaison a la présure animale, les enzymes de Mucor sont trés sensibles aux
variations de la teneur en calcium (Ilwasaki et al, 1979 ; Anstrup, 1980).

4 — Influence de la concentration en extrait enzymatique

50

L'activité des extraits coagulants, en fonction de la concentration en extrait, a été estimée
en mesurant le temps de coagulation pour des concentrations variables de 0,06 mg /ml a
0,3 mg /ml.

Les résultats rapportés par la figure 22 montrent que l'activité coagulante des
deux extraits augmente quand la concentration en enzyme augmente. Cependant, dans
l'intervalle des concentrations allant de 0,25 a 0,3 mg /ml, on note un pallier de saturation
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en enzyme et ce pour la coagulase fongique contrairement a la présure animale. Toutefois,
Garnot et Martin (1980) et plus récemment Goursaud (1999), ont montré que I'activité
coagulante de la présure croit linéairement en fonction de la concentration en enzyme,
lorsque celle-ci est faible ce qui correspond aux doses employées en fromagerie.
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Figure 22 : Influence de la concentration en extrait coagulant sur 'activité coagulante.

5 — Etude de la stabilité de I’extrait

5.1 — Stabilité thermique

La stabilité thermique de I'extrait fongique purifié, comparé a la présure, a été étudiée en le
maintenant pendant 30 mn a des températures allant de 30°C a 65°C.

Les résultats illustrés par la figure 23 indiquent que I'activité de la coagulase de Mucor
pusillus est relativement stable dans I'intervalle de température compris entre 30°C et 50°C.
Par contre, la présure animale exprime déja a 45°C une baisse d’activité.

Pour des températures supérieures a 50°C, la protéase fongique présente une baisse
d’abord progressive de son activité coagulante (a 55°C) puis rapide (a 60°C) ; températures
pour lesquelles la présure animale est complétement détruite pour effet de dénaturation de
la structure de 'enzyme.
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Figure 23 : Stabilité thermique de l'extrait purifié du Mucor pusillus et de la présure.

Les résultats obtenus par Belhamiche (2001), ont rapporté une stabilité thermique de
I'extrait enzymatique brut de Mucor pusillus aux températures inférieures de 45°C.

Selon Alais (1984), quand la température s’éléve au dessus de 50°C, la dénaturation de
la présure devient sensible ; les enzymes fongiques sont plus résistantes au chauffage ce
qui explique que la température optimale de la coagulation soit plus élevée. Effectivement,
les travaux de Somkuti et Babel (1968) et ceux de Preetha et Boopathy (1997), ont indiqué
une température d’inactivation de 65°C pour la coagulase du genre Mucor. En revanche,
linactivation thermique de la protéase de Rhizopus oryzae, rapportée par Kumar et al.
(2004), a lieu a 72°C.

Matoub (2000), a indiquée une stabilité thermique d’'une coagulase produite par une
souche locale de Bacillus substilis sélectionnée LC33 comprise entre 30°C et 50°C, et cela

pour une durée d’exposition de 30 mn. Par ailleurs, Morsli (1996), a noté une grande stabilité
thermique des coagulases végétales (artichaut, figuier), par comparaison a celle d’origine
animale. La pepsine ovine est relativement stable pour des températures inférieures a 50°C
(Slamani, 2002). Selon Machou (2004), la stabilité de la pepsine de poisson se situe dans
l'intervalle des températures compris entre 30°C et 40°C.

En général, les coagulases microbiennes et végétales se montrent plus stables aux
températures plus élevées que la présure animale.

5.2 — Stabilité a la conservation a + 4° C et a —18°C




Résultats & Discussion

L’étude de la stabilité au cours de la conservation a été réalisée par I'entreposage de I'extrait
purifié de Mucor pusillus a + 4°C et a —18°C. L’activité coagulante résiduelle, exprimée en
pourcentage par rapport a I'activité coagulante initiale, a été évaluée périodiquement.

Les résultats, illustrés par la figure 24, indiquent une baisse d’activité a partir de 21
jours de conservation a + 4° C. Au bout de 28 jours, I'activité résiduelle de I'extrait coagulant
purifié est de 82,1 %. Au-dela, I'activité coagulante continue a baisser progressivement.
Cependant, I'extrait purifié de Mucor pusillus ne montre aucune baisse d’activité, a —18°C,
au bout de 56 jours ; a 70 jours, 'enzyme perd 23,38 % de son activité initiale.

Selon les résultats obtenus par Belhamiche (2001), une baisse d’activité coagulante
de I'extrait enzymatique brut de la souche étudiée est enregistrée au bout de 21 jour de
conservation a + 4°C avec une activité résiduelle de 37 % le 28°™M® jour de stockage.
Par ailleurs, Chemlal (1998), a rapporté que I'extrait brut de Bacillus coagulans est stable
pendant les cing jours de conservation. En revanche, Matoub (2000), a indiquée une activité
résiduelle de 73 % a + 4° C au bout de 30 jours de conservation. Au-dela, l'activité reste
stable.

Dans une étude similaire portant sur la pepsine de poisson, Machou (2004), a noté une
baisse d’activité de 50 % a —18° C au bout de 45 jours de conservation. Par contre, les
études antérieures de conservation menées par Morsli (1996), Mouzali (2001) et Fernani
(2002) sur les protéases coagulantes de I'artichaut, du figuier, du poulet, du cardon et des
graines de melon, ont montré que l'activité de ces coagulases reste stable au cours de la
durée de stockage de plus de trois mois a —18° C.

En général, les enzymes conservées a + 4°C gardent une activité résiduelle qui dépend
de l'origine et de la pureté des extraits. De plus, elles se conservent mieux aux basses
températures (congélation). Néanmoins, ce procédé est plus colteux pour une enzyme
industrielle.
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Figure 24 : Stabilité de I'extrait purifié au cours de la conservation.
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L'évolution de I'azote non protéique au cours de I'’hydrolyse enzymatique a été rapportée
par la figure 25.

Les résultats obtenus montrent que I'activité protéolytique de I'extrait enzymatique brut
évolue fortement avec la durée de contact enzyme-substrat par rapport a I'extrait purifié et a
la présure animale. On distingue deux phases pour I'extrait brut ; la premiére durant laquelle
une forte augmentation du taux de I'azote non protéique (entre 10 a 90 mn de contact). Ce
résultat laisse supposer qu'il y a eu hydrolyse des protéines et libération des acides aminés
libres et des peptides de faible poids moléculaire. La seconde phase correspond a un pallier
durant laquelle la protéolyse générale est relativement stable (90 — 180 mn d’incubation).

Par ailleurs, le taux de dégradation de la caséine évolue faiblement avec la durée
d’incubation pour la présure. Par contre, la protéolyse de I'extrait enzymatique purifié évolue
rapidement pour atteindre un maximum au bout d’'une heure d’incubation, au dela, elle
diminue.

L'activité excessive de I'extrait coagulant brut du Mucor pusillus, par comparaison a
la présure, est probablement due a 'action non spécifique de la protéase fongique envers
les autres caséines du lait (ag, B, & caséines) et cela en plus de leurs actions spécifiques

d’hydrolyse envers la k-caséine.
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Figure 25 : Activité protéolytique des échantillons étudiés

Les enzymes microbiennes et végétales manifestent une forte activité protéolytique
par comparaison aux protéases d’origine animale. En effet, selon certains auteurs en
'occurrence Alais (1984) et plus récemment Krause et al. (1998), les enzymes fongiques
ont une activité plus grande que celle de la présure et de la pepsine. Par ailleurs, suite a une
série de travaux de recherche portant sur les coagulases végétales, il a été conclu que ces
enzymes développent une production importante d’hydrolysat de caséine (Morsli, 1996 ;
Fernani, 2002 et Mouzali, 2002).




Résultats & Discussion

En général, les coagulases doivent développer une activité faible de protéolyse
générale capable de se manifester sur toutes les protéines du lait pendant I'affinage, car si
celle-ci est excessive, elle entraine une diminution du rendement fromager.
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L'objectif de notre étude est de contribuer a une meilleure connaissance d’une protéase
coagulant le lait, issue de la culture de la souche de Mucor pusillus.

Les résultats montrent que I'extrait enzymatique brut, obtenu a partir de la culture en
surface de Mucor pusillus, est caractérisé par une force coagulante de 1 /1200.

Plusieurs protocoles de purification ont été appliqués. Il a été conclu que I'étape du
fractionnement au sulfate d’ammonium (40 - 80 % de saturation) de I'extrait enzymatique
brut de la souche fongique étudiée n’est pas préconisée. En effet, une chute importante
de l'activité coagulante a été constatée (28,53 %) avec un facteur de purification voisin de
3. De plus, I'étude electrophoréetique sur SDS- PAGE ne montre aucune différence entre
I'extrait précipité par fractionnement et celui précipité directement a 80 % de saturation.
Par ailleurs, la chromatographie d’exclusion moléculaire sur Sephadex G-100 de I'extrait
enzymatique brut lyophilisé a permis d’obtenir un meilleur rendement de I'ordre de 55,13
tout en multipliant par un facteur de 20,88 I'activité spécifique de la coagulase.

La purification par electrophorése sur SDS-PAGE de la fraction coagulante purifiée
releve une seule bande homogéene de poids moléculaire de I'ordre de 49 000 Daltons.

En outre, les conditions optimales d’activité de I'enzyme purifiée sont déterminées.
L’activité coagulante est maximale a un pH de 5, a une température de 50°C et a une
concentration en CaCly du lait de 0,02 M. Les résultats montrent par ailleurs, que 'enzyme

est caractérisée par une activité coagulante relativement stable dans un intervalle de 30°C
a 50°C pendant 30 mn. En revanche, I'entreposage a une température de — 18°C pendant
56 jours permet une meilleure conservation.

A ce stade de I'étude, les résultats mettent en évidence la possibilité d’obtenir une
protéase coagulante a partir de Mucor pusillus dont les caractéres classiques, exception
faite pour la température, sont relativement analogues a ceux de la présure traditionnelle.

En perspective, il s'agit de compléter ce travail par une étude approfondie qui portera
sur divers aspects en I'occurrence :

Sélection de souches fongiques productrices de protéases coagulant le lait ;
Optimisation de leurs paramétres de synthése de protéases ;

Essai de fabrication de fromage avec les extraits coagulants de Mucor pusillus ;
Etude socio-économique de production de I'agent coagulant.
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ANNEXES

Liste des abréviations

B.S.A. D. E. A. | : Bovine sérum albumine : Diethyl-amino ethyl : Extrait enzymatique brut :
E.E.E.B. Log Logarithme du volume d’élution : Polyacrylamide gel electrophoresis :
(Ve) P.A. G. E. |Persulfate dammonium : Quaternary-amino-ethyl : Rapport frontal :
I;SIIR?.SQI-:)E-SA. Dodecyl Sulphate de sodium : N, N,N , N - tetramethylenediamine : Unité
TEMED. us | >oxhiet
US /ml :Unité Soxhlet par millilitre
UpP : Unité de présure
UP /ml : Unité de présure par millilitre
Ve : Volume d’élution
IL(NH 4 ) 2 : Précipitation au sulfate d’ammonium
SO 4
Annexe 1

Préparation du substrat de Berridge

* Le substrat de Berridge est préparé par addition de 12 g de lait écrémé a 100 ml
de solution de CaClo a 0,01M. Aprés 30 mn d’agitation lente, le pH est ajusté a 6,4.

La température du lait est ramenée a 35°C afin de mesurer le temps de coagulation
qui correspond a I'apparition des premiers flocons sur la paroi interne du tube dans les
conditions de réaction.

Annexe 2

Mesure de I'activité protéolytique (Green et Stackpoole, 1975)

Solutions
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- Solution alcaline (A) : Soude caustique 500 ml 10g
(NaOH) (2 g /500 ml) Carbonate de sodium
- Solution cuivrique (B) : Sulfate de cuivre 5 2ml 2ml

H20 (0,32 g/ 100 ml) Tartrate de sodium et de

potassium (1 g/ 100 ml)

- Solution (C) : Solution (A) Solution (B) 50 ml 1 ml
- Solution (D) : réactif de Folin-Ciocalteau dilué

au1/2.

Méthodes de mesure

* Courbe étalon de tyrosine

Préparer des solutions diluées de concentrations croissantes : 20, 40, 60, 80 et 100
Mg /ml a partir d’'une solution- mére de tyrosine (100 ug /ml). Le tube témoin contient 1 ml
d’eau distillée.

Ajouter dans chaque tube 5 ml de la solution (C).

Incuber pendant 10 mn. a 35°C au bain- marie.

Ajouter dans chaque tube 0,5 ml de la solution (D) et agiter fortement.
Laisser incuber 20 mn a 35°C.

* Conditions d’hydrolyse

Ajouter 1 ml de la solution enzymatique a 1 ml de la solution de caséine a 2 % ( P/ V)
dans le tampon citrate de sodium pH 5,2.

Incuber pendant 10,30, 60, 90 et 180 mn. a 35°C.
Aprés incubation, ajouter 5 ml de T.C.A. (12 %) (P/V).
Laisser reposer 15 mn.

Filtrer a travers du papier filtre.

* Préparation de I’échantillon

- A 1 ml du filtrat, ajouter 5 ml de la solution (C) puis mélanger.

- Incuber pendant 10 mn a 35°C.

- Ajouter dans chaque tube 0,5 ml de la solution (D) et agiter immédiatement.
- Incuber a 35°C pendant 20 mn.

* Préparation du blanc

A 1 ml de la solution caséinique sont ajoutés 5 ml du T.C.A. (12 %).

Ajouter enfin 1 ml de la solution enzymatique.

* Lecture de I’absorbance

La lecture de la densité optique est effectuée a 660 nm aprés avoir étalonner le
spectrophotomeétre ave le témoin.

Figure 1 : Courbe étalon de la tyrosine.
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Annexe 3

Dosage des protéines (Lowry et al. , 1951)
Solutions

Solution (A) : 5 % NapCO3
Solution (B ): 0,5 % Cu SO4, 5 H20 in 1 % sodium-potassium tartrate
Solution (C): 50 ml (A) + 2 ml (B) (a préparer immédiatement)
Solution (D) : NaOH (1 N)
Solution (E) : Réactif de Folin-Ciocalteau dilué 1/ 2.

Méthode de mesure
Courbe étalon de B.S.A.

Préparer des solutions diluées de concentrations croissantes : 25, 50, 75, 100, 150 et 200
Mg / ml a partir d’'une solution- mére de B.S.A. ( 200 pg / ml). Le tube témoin contient 0,5
ml d’eau distillée.

Ajouter dans chaque tube 0,5 ml de la solution (D) puis 2,5 ml de la solution (C).
Laisser reposer pendant 10 mn.

Ajouter 0,5 ml da la solution (E).

Incuber pendant 30 mn. a I'obscurité.
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Lecture de I'absorbance

La lecture de la densité optique est effectuée a 750 nm aprés avoir étalonner le
spectrophotomeétre avec le témoin.

0,40 -
0,35 -
0,30
0,25 -
0,20 - .
0,15 -
0,10 -
0,05 -

0,00 - . T ]
b S0 100 150 200

Ahsorhance G 750 nm

Cone eniration en B S A. ( pg fml)

Figure 2 : Courbe étalon de la B.S.A.

Annexe 4

Etalonnage de la colonne Pharmacia (1 x 60 cm) avec des protéines standards
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Figure 3 : Profil d’élution sur Sephadex G-100 de marqueurs de
protéines de poids moléculaires : (1) B.S.A. : 67 000 Da, (2) pepsine : 35
000 Da, (3) trypsine : 23 800 Da. Colonne Pharmacia (1 x 60 cm), tampon

d’élution : phosphate (0,02 M ; pH 6), débit : 2 ml / h, fraction : 1,5 ml.
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Figure 5 : Profil d’élution de la coagulase purifiée de Mucor
pusillus sur Sephadex G-100, colonne Pharmacia (1 x 60cm), tampon
d’élution : phosphate (0,02 M ; pH 6), débit : 2 ml / h, fraction : 1,5 ml.




Annexe 5

Solutionso

Remarqueso

Solufion acrylamide / bis- acrylamides

“Acrylamiden 3
Bis-acrylamidea 0,08
Eau distillée o T0mi]

L solukion est dégazde puis
filtrée.Elle se conserve 4 +
4eca

Tampon Tris-HCI 1,5 M; pH 8,80

Tris base o

16,224 g Agiler quelques mines

SDS. B

CErE|

Eau distillden

i

Eau distillZe QS P

puis fillrer, Garder &
température wbiante

flacon brund. Ajuster le pEL

T00 mid| 48,8 avec G HCL4 1o

Tampon Tris-HC1 0,5 M pH 6,8

Tris base o 6,045 ¢ | Agiter quelques mintes

s = g P fillrer Garders
température ambiante

Eau distillée o SO | (¢lacon bruny. Ajuster le pE

Eau distillée QSP. o 100 mic) 4 6,8 avec du HCL4 Mo

Tampon échaniilion pH 6,87

Solution (%) : (stack)e

Tris HCI05 1, pH 6,87 o T mk
EDTA pH7S o T30 .
Saccharose B 35

Bleu de Bromophéncl B 20

Eau distillée QB P. B 207k

Solution (B

Solution (A 0041

SDS. (10%) o 200

Bl de Bromophénol 5 £

Tampon Tris HCL 0,5 M pH 68"

6,045 5] Ajuster |2 pH 3 6,8 avec du

Tris base o
Eau distillée 0 0 mi
Fau distillée QS .o 700 mi

HOl&N

Tampon de migration pH 8,3 (solution stock 10 fois concentréeys

Tris base 303
Glyeines 442
SDS. T
Eau distillde QS P, § 100mE

Ajuster hpH 8,3 avec HCL
410

‘Gel de separation 12 %0

Terylamide | bis-acrylamide (G070 275

Tris base 1,50 pHES T25ml| LePSA etls TEMED

e ] Sont toulés en demiers. Lo

fit

PSAGOW o Z5W|  température ambistte o

TEMED S

‘Gel de concentration s %60

“erylamdelbis acrylammide (30%) S[ oarsml

s base 0,53 HES Tml| LePSA etleTEMED

T ] Ao e dem;;: =

PSA GO @ AOW|  température ambiante

TEMED 100

Solution de fixation

TCAZ1Z% G ErE

Eau distllée o T

Solution de coloration au bleu de Coomassieo

Bles de Coomassie E-250 o [T3Er

Méhanol & 250wl Agiten filtrer et
conserver b tempériture

Ticlde ackiique = SOk arbiantens

Eau distllée G 250k

Solution de decolorations

iethanal TE0M | commerver dons o flacon

Acidz acktique g Soml|  brunatempératire

Fau distillée g 250ml ambiante

o queurs E2ra)

Phosphorylases 5 000 Da] &

Bovin sérum albumin 000D

Ovalbumined 730000

Carbonic ahydrase 300000

Trypsine mhibiteur 20000D4]

@ Lactalbumine 2 000D

Electrophorése en conditions dénaturantes (PA.G.E.- S.D.S.)
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Figure 6 : Courbe étalon des protéines marqueuses : Log (PM) = f (Rf)




