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Introduction

Lelait est un produit noble et vital durant les premiers mois de vie des mammiféeres
C'est un adiment universel, présent dans toutes les civilisations. |l possede une grande
valeur nutritionnelle. Cependant, du fait de son instabilité biologique et physico-
chimique, il constitue un aliment facilement altérable ceci constitue un facteur limitant de
son utilisation en I'é&at. C'est dans ce contexte que sont apparues, il y'a plusieurs
millénaires les premieéres transformationsfromageres.

La fabrication du fromage est apparue il y a 8000 ans, peu apres la domestication
des animaux. A I'origine, I'intérét majeur de la transformation du lait en fromage était de
conserver les principaux constituants du lait. Aujourd’hui, il s'agit plutét d'un aliment,
possédant des qualités nutritionnelles indéniables (Cholet, 2006).

La coagulation du lait est I’ étape clé de la fabrication d’un fromage. Selon Eck et

Ghili (2006), €elle consiste a la formation d'un gel suite & des modifications physico-
chimiques intervenant sur les micelles de caséines.
La présure de veau, qui renferme essentiellement de la chymosine, constitue I’ agent
coagulant le plus utilisé dans la coagulation enzymatique du lait (Scott, 1981). Toutefois,
son extraction demanderait des sacrifices trop onéreux. En effet, la présure nécessite la
récupération, apres |’ abattage, des caillettes de veaux non sevrés ; ceci affecte lourdement
les colts par |a faiblesse du rendement en viande.

L’augmentation de la production fromagére 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.

Cette crise d approvisionnement de la présure animae a incité de nombreux
chercheurs et firmes a exploiter d autres source potentielles de coagulases capables de
remplacer la présure traditionnelle (Alias, 1968).

Les protéases d'origine végétale sont les succédanés les plus anciens employés dans
des préparations traditionnelles telles que celles provenant du gaillet, de |'artichaut, du
chardon (Cynara cardunculus) (Mozali, 1997), ou la ficine du latex du figuier (Ficus
caricas) et la papaine. Pour palier le déficit en présure, d'autres enzymes ont été
envisagees telles que les protéases d'origine fongique synthétisées par Mucor miehel,
Mucor pusillus et Endothia parasitica; et d origine bactérienne provenant du genre
Bacillus (Ramet, 1985 ; Andren, 2002).
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D’autre part, on rencotre des succédanés d'origine animale tels que les pepsines
ovine, bovines, porcines, maritime et la pepsine extraite des proventricules de volailles
telle que le canard.

Toute fois, le choix d’'un succédané de présure ne repose pas seulement sur
I’ activité coagulante, mais aussi sur son activité protéolytique non spécifique, dans les
conditions de pH et de température qui se présentent en fromagerie (Alias, 1968). De plus,
une enzyme de remplacement doit aussi répondre a trois critéeres principale, a savoir ;
I” absence de la toxicité, obtention d’un produit fromager comparable a celui préparé avec

laprésure animale et présent un prix de revient moins élevé a celui de la présure.

La production de I’industrie fromagere en Algérie est passeée de 20 000 tonnes en
2006 a 30 000 tonnes en 2011 avec une consommation moyenne de 0,6 Kg/habitant/an en
2006 a 0,7 Kg/habitant/an en 2011 (ONS, 2012).

En outre, I'importation totale de la présure traditionnelle ou de ses succédanés
d origine microbienne est denviron 15 tonne par an. Cette quantité colte
approximativement 102 000 dollars, somme équivalente a 7,5 millions de DA (ONS,
2012).

De plus, la production du poulet de chair en Algérie est passée de 201 000 en 2005
a 251 000 tonnes en 2011 suivant les statistiques présentées par FAO (2013). Par
conséquence, des quantités énormes des visceres non comestibles restent un fardeau sur
I”environnement. De ce fait I'utilisation de proventricule de poulet pour reconstituer la

présure est une voie de valorisation des coproduit d’ abattage avicole.

L’ objectif de notre travail consiste en la contribution a |’etude d’un extrait de
remplacement de la présure, obtenu a partir de proventricule de poulet Gallus gallus.
Cette etude comprend deux parties:

1- Obtention de |’ extrait pepsique a partir des proventricules de poul et.

2- Caractérisation partielle de I’ extrait coagulant brut par comparaison ala présure.
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|. Généralités sur lelait

1. Définition

Selon le premier Congres International de la Répression des Fraudes Alimentaires
a Geneve (1908), le lait est le produit intégral de latraite compléte et ininterrompue d’ une
femelle laitiere bien portante, bien nourrie et non surmenée. |l doit étre recueilli selon les

regles de |’ hygiene et ne pas contenir de col ostrum.

La dénomination "lait" sans indication de |'espece animale de prévenance est
réservée au lait de vache. Tout lait d'une femelle laitiere autre que la vache doit étre
désigner par la dénomination lait suivie de l'indication de |'espéce animale dont il provient
(J.O.R.A.N° 69, 2003).

2. Caractéresdu lait

Le lait est un liquide de couleur blanche, caractérise par sa faible odeur mais
identifiable et sa douce saveur faiblement sucrée. C'est un mélange multiphasique
constitué de trois phases :

- le lactosérum ; une phase agueuse dont les constituants majeurs sont le lactose et

un ensemble de protéines globulaires;

- une phase dispersee de nature lipidique sous forme globulaire ;

- une phase de nature protéique (micelles de caséines).

3. Composition globale du lait

L’ eau, le lactose, les protéines, la matiére grasse et les sels ou les cendre constituent
les principaux constituants du lait. Ce dernier contient également, selon Huppertz et

al.(2006), des constituants mineurs tels que les vitamines et |es enzymes.

Les teneurs moyennes de constituants majeurs du lait de Vache sont présentées dans le
tableau I.
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Tableau |. Composition globale du lait de vache (Filion, 2006)

Constituants Teneur du lait en ses
Constituantsen g/l
Constituants minéraux
Eau
Constituants salins minéraux
Gaz dissous
Constituants organique
Constituants salin

Lactose

Matiere grasse

Constituants azotés protéiques
Protéine
Caséine
Protéine solubles

Constituants azotés non protéques

Outre sa complexité et son hétérogénéité, le lait présente une grande variabilité
dans sa composition avec la race, I’espéce, I'individu, la saison et |I’aimentation de
Ianimal (Martin et Coulon, 1995).

La composition moyenne des principaux constituants des divers types de lait,
selon Mahaut et al.(2000), est indiquée dans le tableau I1.

En général, les laits de vache, de chévre et de chamelle présentent des compositions les
plus équilibrées en lipide, lactose, caséines et protéines. Les espéces a croissance néo-
natal e rapide comme latruite et la renne sont caractérisées par des laits riches en protéines
et en sels minéraux. En revanche, le lait des animaux marins vivants en climat froid
comme la baleine bleue, otarie et renne est plus riche en matiéres grasses. Le lait des
especes a développement cérébral important comme la femme et la jument sont riche en
lactose.
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Tableau I1. Composition moyenne des laits de différentes espéces animales (Mahaut et al.,
2000)

Matiere Matiéere Protéines Caséines Lactose Cendres

seche grasse

Lait humain
Vache
chévre 13 4.2 35 75 4.3 0.86
brebis 19.3 7.9 5.2 77 4.8 0.9
Ruminants bufflesse 17.9 8 4.2 80 4.9 0.78
Renne 36.7 225 10.3 80 25 144
chamelle 13.6 45 35 28 5
Jument 11 16 2.7 50 6.1 0.51
anesse 11 25 2 45 6.1
Truie 183 6 6 50 54 0.9
\Elplti=esr| Baleine bleue 55 42.3 10.9 66 13
marins Otarie 62.3 53.3 8.9 52 0.1

4. Caséinesdu lait

Les caséines forment prés de 80 % des protéines du lait et se regroupent sous une
forme sphérique appel ée micelle (Alais, 1974 ; Ribadeau-Dumas, 1991 ; Mathieu 1998).
Les caséines du lait ont la caractéristique essentielle de précipiter apH 4,65 atempérature
ambiante et de ne pas étre insolubilisée par le chauffage a 100°C. Les quatre types de
caséines n’ ont ni les mémes propriétés physico-chimiques, ni les mémes masses
moléculaires (Terrien et Fournier, 1998).

Lamicelle de caséine est une particule sphérique de taille variant de 100 & 500 nm
avec un diametre moyen de 180 nm (Alais, 1974 ; Amiot et al., 2002). Elle est constituée
de l'association des caséines asl, as2, B, k et de quelques fragments peptidiques (les
caséines v), issus de la protéolyse de la caséine B3, et de composants salins dont le calcium
et le phosphate (Brule et Lenoir, 1990). Lamicelle est caractérisée par un poids
mol éculaire moyen de |'ordre de 108 Da et renferme entre 20 000 et 150 000 molécules de

caséine.
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La stabilité des micelles de caséine dépond de deux factures. D’une part, leur
charge éectrique dans le lait frais est fortement négative ce qui maintien leur dispersion.
D’autre part, le degré d'hydratation des micelles est élevé grace aux parties hydrophiles des

caséines, qui fixent une grande quantité d’ eau.

Plusieurs modéles ont éé proposés. Les uns accordent a la micelle une structure
globale avec une répartition non uniforme des constituants. D’ autres, retiennent |’idée
d une structure avec submicelles. Les hypotheses les plus admises sont celles de Schmidt
(1982).

Selon le model de Schmidt, la micelle serait constituée d’un ensemble de sous-
unités, de nature exclusivement protéique et de composition variable, associées les unes
aux autres par les déments minéraux (calcium, magnésium et phosphate). Cette association
est favorisee par la présence des sites phosphoséryles localisés a la surface des submicelles
; Ceux-ci présentent une trés grande affinité vis-a-vis du calcium et du phosphate de
cacium colloidal. La structure de ces submicelles n'est pas uniforme; elles sont
composées d' un ceeur hydrophobe, formé par les parties apolaires des caséines, et d' une
enveloppe de nature polaire, formée des segments de chaines hautement chargés avec,
d’une part, les résidus phosphoséryles des caséines og, o et B et, d’autre part, la partie C-
terminale de la caséine k. Ces submicelles sont organisées de telle manic¢re que les poles
hydrophobes lient al’intermédiaire du calcium et du phosphate minéral. La croissance des
micelles s arréte lorsque la surface externe est occupée par les groupements hydrophiles.

Le modele de formation des micelles est illustré dans la figure O1.

5. M écanisme de la coagulation de lait

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

lactique soit un gel présure.
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Figure 01 : Modéele de formation des micelles selon Schmidt (Ramet, 1990)
A :micelle, B :submicelle, C: pontage de deux submicelles

5.1. Coagulation enzymatique

La coagulation du lait par des enzymes protéolytiques est une des plus anciennes
opérations de transformation aimentaire. Un grand nombre d enzymes protéolytiques
d origine animale, végétale ou microbienne, présente la propriété de coaguler le complexe
casénigque (Dalgleish, 1993). La présure, est I’enzyme coagulante la mieux connue et son
mode d’ action résulte d’un processus en trois phases (Alais, 1984 ; Brule et al., 1997,
Mahaut et al., 2000 ; Lucey, 2002) :

e phase primaire ou enzymatique qui correspond a une attague de I’ enzyme sur la
caséine K (composante qui stabilise la micelle) au niveau de la liaison Phe105-Met106. La
chaine peptidique se trouve ainsi coupée en deux segments, le segment 1-105 est la

paracasé¢ine-k et le segment 106-169 qui est le caséinomacropeptide (CMP). La
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paracaséine-k liée aux caséines a et [} reste intégrée a la micelle hydrophobe et le CMP
contenant tous les glucides est libéré dans le lactosérum. Ce qui entraine une réduction de
la charge négative et leurs degrés d’ hydratation (Lucey, 2002; Mahaut et al., 2003).

e phase secondaire ou phase d'agrégation des micedles déstabilisées qui
commence dés que 85% de la caséine-k est hydrolysée et durant laquelle la libération du
macropeptide de la caséine-k sous 1’action de I’enzyme entraine la réduction des répulsions
électrostatiques entre les micelles de caséines hydrolysées. L’élimination de ces
macropeptides entraine également une réduction du diamétre hydrodynamique et une perte
de la stabilité (Walstra et al., 1981 ; Lucey et al., 2003). Les micelles déstabilisées
s agregent en présence des ions de calcium libres (Cat++) (Dalgleish et Holt, 1988). Au
début, il ya formation de chaines linaires de micelles qui continuent de s agréger pour
former des amas. Ces derniers constituent le gel protéique qui se sépare nettement de
lactosérum (Lucey, 2002).

Figure 2 : Phases de coagulation enzymatique du lait (Alais, 1984)
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e phase tertiaire ou phase de réticulation durant laguelle les micelles agrégées
subissent une profonde réorganisation par la mise en place des liaisons
phosphocal ciques et peut étre de ponts disulfures entre les para caséines (Mahaut et
al., 2002; Vignola, 2002).

5.2. 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
negatives portées par les caséines et, par consequent, une diminution du potentiel
de surface des micelles. Il en résulte une solubilisation des ééments stabilisateurs
des micelles (Ie 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 samorce (point isoélectrique de la caséine), la neutraisation
des charges est compléte; les micelles des caséines floculent et se soudent formant
au repos un gel homogene qui emprisonne le lactosérum et occupe entiérement le volume
du lait. Au cours de la déminéralisation du complexe phosphocaséinate de calcium, le
calcium colloidal migre dans e serum.

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

La coagulation mixte est réaisée par acidification de lait et adition enzymes
coagulantes. En pratique, cette méthode est utilisée pour la fabrication des fromages frais
ou fromages a péate molle (Cheftel et Cheftel, 1977 ; Wigley, 1996). Le coagulum obtenu
présente des caracteres intermédiaires entre ceux de gel lactique et présure. 1l est
caractérisé par une souplesse et une éasticité moins grande, une fermeté et friabilité plus

accentuées que celle du gel présure (Veisseyre, 1975 ; Jeantet et al., 2008).
Il. Protéases coagulantes desindustries laitieres

1. Présure

1.1. Historique

II'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
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lait sétait transformeé en une substance semi-solide. Intrigué et affamé, il golta 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 |'estomac
des jeunes ruminants fait cailler lelait. En fait, cette substance sappelle la présure.

1.2. Définition

Selon la Fédération Internationale du Lait (FIL), la dénomination présure est
donnée a I’ extrait coagulant provenant des caillettes de jeunes ruminants abattus avant
sevrage (Ramet, 1985 ; Andren, 2002). Elle est traditionnellement a la base de la
fabrication des fromages (Vierling, 2003).

1.3. Propriétés

La présure se compose de deux fractions, une partie majeure de chymosine (80%) et
une partie mineure de pepsine (20%) (Scott, 1981 ; Huppertz et al., 2006). La chymosine
est la principal e enzyme de coagulation du lait présente dans la présure. C’ est une protéase
acide, secrétée sous forme pro-enzyme inactive appelée prochymosine. L’ activation de
cette derniére en chymosine se fait spontanément dans des caillettes aux pH inferieurs a
5,0 par hydrolyse de I’ extrémité N-terminale de la molécule (Mahaut et al., 2000 ; 2003).
Elle est caractérisée par un poids moléculaire de 35 KDa avec 323 résidus d’ acide aminés
(Scriban,1988).

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 «, la chymosine a une
activité de protéolyse générale sur toutes les fractions caséiniques. L'activité optimale de
cette enzyme alieu apH 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 Goursand (1999), a lieu des
50°C et elle est totale a61°C.

La sécrétion de la pepsine ne devient prépondérante qu'une fois la synthése de la
chymosine est arrétée (Ramet, 1990). Cette protéase est caractérisee par un poids

moléculaire de 33 400 Da. Bien que I’ action protéolytique de |a pepsine soit voisine de
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celle de lachymosine 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
Goursand (1999), il y a une différence importante en pratique qui consiste en l'influence
du pH sur I'activité ; la chymosine est encore active a pH 6,8, alors que la pepsine ne

coagule pluslelait au dessus de pH 6,7.

2. Succédanés de présure

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

succédanés de présure.

Un succédané de la présure animale doit présenter une bonne solubilité dans I’ eau,
un degré de pureté éleve et une activité protéolytique et lipolytique faibles. Par ailleurs, il
doit respecter, les modalités habituelles du déroulement du processus de la fabrication
fromagére (Smeets, 1995). Pour cela, tout succédané de présure doit répondre aux critéres
suivants :

- L’activité protéolytique de I’ enzyme ne doit pas étre trop élevee ;

- 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 |'égouttage et les modalités d' affinage
devaient permettre d’ obtenir les caractéristiques usuelles des fromages dans un
délai sensiblement égal acelui delaprésure;

- Les rendements fromagers doivent étre trés proches ou supérieurs a ceux obtenus
lorsde |’emploi delaprésure.

2.1. Succédanés de présured’origine végétale

La coagulation de lait provient des pratiques gque I’on retrouve dans le monde
entier, par I’emploi, non pas d acide lactique ou d enzymes animales, mais d extraits
végétaux (Froc, 2001). Les coagulases végétaes sont extraites par macération de divers

organes de plantes supérieures, les plus connues sont : laficine, extrait du latex du figuier
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(Ficus caricas) ; la papaine, extraite des feuilles du papayer (Carica papaya), et la

broméline, extraite des tiges d’ ananas (Ananas comasus).

La fleur du cardon (Cynara cardunculus) a été et est encore utilisée dans des
fabrications de fromages fermiers. En effet, les fleurs séchées de Cynara cardunculus ont
été employées avec succes pendant des centaines d’ années notamment dans la fabrication
des fromages traditionnels portugais au lait de brebis (Sousa et Malcata, 2002 ; Zhao €t al.,
2003).

Bien que de nombreux coagulants d’ origine végétale ont été expérimentés il faut,
toutefois, noter qu’ils sont peu utilisés en technologie laitiére. Selon, le pouvoir coagul ant
tres variable de ces extraits ains que leurs activité protéol ytique trés élevée conferent un
golt damertume pour le fromage (Lopez et al., 1996 ; Cuvellier, 1999). Ainsi, une
utilisation efficace de ces préparations enzymatiques oblige a les purifier au préalable, ce

qui augmente leur prix de revient.

2.2. Succédanés de présure d’origine microbienne

L'industrie de fermentation s est intéressée a la production de protéases susceptibles
de remplacer la présure a partir de micro-organismes. Dans ce but, de multiples especes de
bactéries et de champignons inférieurs ont été étudiées afin de pallier la pénurie mondiale
de présure.

La recherche d'enzymes pour substituer la présure a conduit a de multiples travaux
sur plusieurs bactéries: Streptococcus liquifaciens, Micrococcus caseolyticus, Bacillus
cereus, et Bacillus coagulans. Les protéases extraites de ces bactéries ont plusieurs
inconvénients, tels que la non spécificité de I'hydrolyse, la protéolyse excessive qui a pour
conséquence un faible rendement fromager et une modification des caractéristiques
organoleptiques des fromages (golt acide, amertume). Aucune préparation n’est
commercialisée (Ramet, 1985 ; Andren, 2002).

Les enzymes d'origine fongique, au contraire, ont donne des résultats meilleurs,
souvent comparables a ceux obtenus avec la présure ; plusieurs préparations sont déja
commercialisées sur le marche international et utilisées a plus ou moins grande échelle
selon les pays. Ces préparations proviennent de trois genres de moisissures : Endothia

parasitica, Mucor pusillus, Mucor miehei (Ramet, 1985 ; Andren, 2002).
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Gréace au développement du génie génétique il est actuellement possible de
produire de la chymosine fermentaire qui résulte du clonage du gene responsable de la
production de la chymosine a partir de I’ 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 synthese d’ enzymes utilisables dans
I"industrie laitiére. La chymosine fermentaire, selon Goursand (1999), a une structure
identiqgue 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.
2.3. Succédanésde présured’origine animale

Les enzymes coagulants d’ origine animale sont des protéases gastriques. Les plus
employés sont la présure, les pepsines; bovine, porcine et de poulet. Ces protéases extraites
du jus gastrique sont secrétées sous forme inactive (zymogene), et sont activées par les

conditions acides du jus gastrique.

L’ appareil digestif de certains mammiféres secrete 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 protéol ytique excessive.

La pepsine bovine, selon Anifantakis et Kandarakis (1983), peut substituer, avec
succes, la présure habituelle dans la fabrication du fromage Feta. L’ activité coagulante de
la pepsine bovine n’est pas aussi dépendante du pH que celle de pepsine porcine, et peut
coaguler le lait a des pH supérieurs a 6,9, son activité protéol ytique est proche de celle de
laprésure. Elle est utilisée en fromagerie en mélange avec la présure.

L’ extraction et I'utilisation de la pepsine porcine ont débuté durant la premiére
guerre mondiale pour palier une pénurie de la présure, mais n'a éé réelement
industrialisé qu'a partir des années 60. Elle est extraite de I’ estomac de porcs sous forme
inactive, puis activée par acidification a pH 2, son poids moléculaire est de 34 KDa
(Ernstrom, 1983). Cependant, I’emploi de la pepsine porcine présente pour la coagulation
du lait des difficultés, a cause d’ une activité protéolytique supérieure a celle de la présure,
avec présence d’ arriere gout et d armature pour certains fromages (Brule et Lenoir, 1997).
En revanche, selon Ramet (1990), la pepsine porcine, en mélange avec la présure, permet

d obtenir de meilleurs résultats dans la fabrication de fromages acides.
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La pepsine de poulet est une enzyme extraite a partir de proventricules du poulet
(Gallus gallus) considérés comme sous-produit d’ abattage. C’ est un renflement fusiforme
de longueur moyenne de3 cm, situé au dessus de gésier recouvert dune couche
épithélium formée de cellules cylindriques (figure 3). Des glandes de type tubulaire ont des
orifices formant des rangées des mamelons visibles a I'ceil nus. Ces cellules sont
responsable de la sécrétion d'une proenzyme protéolytique (pepsinogéne) et |’acide

chlorhydrique (Alamargot, 1982).

e Partic lictalo du |'mcnpl\ago
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Figure 03: Photographie et schéma Appareil digestif du poulet (A); Complexe stomacal du
poulet (B)
(C) Anatomie du complexe stomacal des Galliacées (Larbier et Leclercq, 1992)
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Bohak (1969) rapporte que le pepsinogene de poulet a un poids moléculaire de 43
Kda avec 387 résidus d’ acides aminés. Le pH optimum de la pepsine du poulet est de 2.8.
L’ enzyme reste stable & pH 8, et devient inactive a pH 8,5. Cette stabilité est tresliee ala
température. En effet, Bohak (1969), rapporte qu'une solution de pepsine a pH 8,2
maintient 93% de son activité aprés 20 min a la température de 24°C et seulement 10 % a
37° C. Cet auteur gjoute qu'apH 7,8 I’enzyme perd seulement 10% de son activité aprés 24
heures a température ordinaire et 10%/ heure a 37°C. De méme, une solution de pepsine de
poulet dans 0.02N ou 0.01N d'HCI est stable dans ces conditions, et perd moins de 5%
apres 24 heures a 37°C ou une semaine a4°C (Donta et Van Vukis, 1970 ; Crevieu-Gabriel
et al., 1999).

Plusieurs éudes ont été réalisées afin dintroduire la pepsine de poulet comme
succédané de la présure. Selon Green (1975), la fabrication de fromage de type cheddar a
I’aide de la pepsine du poulet a été réalisée, mais le produit obtenu était de qualité
inférieure, il présentait un corps mou, peu d'ardmes et un arriere go(t assez prononce due
aune protéolyse excessive. En revanche, le cheddar préparé par un mélange de pepsine de
poulet et de pepsine porcine éait similaire a celui préparé par de la présure (Green et al.,
1984). Récemment, |I'éude menée par Mordli en 1996 a montré que |'extrait du pro
ventricule du poulet a permis la fabrication d’ un fromage a pate molle (Camembert) dont
la qualité organoleptique ains que le rendement éaient comparables au fromage témoin
préparé avec la présure. Récemment, |la pepsine du pro ventricule du poulet a été
utilisée avec succes dans la fabrication de fromages locaux en Israél (Cuvellier,

1999).
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Matériel et Méthodes

. Matériel
1. Lait

Le lait employé est le lait écrémé en poudre, de qualité moyenne température (Low
heat) a0 % de matiére grasse. Cette poudre est importée par I’ ONIL-Algérie (Office National
Interprofessionnel du Lait). Elle est fournie par I'industrie laitiere Candia de Bejaia. La
poudre de lait est conservé a+ 4°C, al’ abri delalumiere et de I’ humidité.
2. Présure

La présure utilisee est une présure commerciale sous forme d’une poudre d' origine

animale. Elle est fournie par la laiterie de Boudouaou (wilaya de Boumerdes). Elle est
caractérisée par une force coagulante de 1/100.000 a 520 mg de chymosine /1 g de présure. La
poudre de présure est conserveée a + 4°C. A partir de celle-ci, une solution mére est préparée
par reconstitution d’ 1 g de poudre dans 100 ml d'eau distillée.
3. Proventricules du poulet

1 Kg de proventricules de poulet est obtenu au niveau de marché couvert de Bejaia.

1. Méthodes

1. Préparation des proventricules

Les proventricules de poulet sont acheminés vers le laboratoire de génie biologique a
I’Université A .MIRA de B&aia ou ils sont immédiatement dégraissés puis ouverts par
incision longitudinale et vidés de particules alimentaires adhérentes aux parois. Enfin, ils sont
rincés a |’eau courante, égouttés puis répartis en lot de 100 g dans des sacs en plastique et
congelés a — 20°C jusqu’a utilisation. La figure 4 illustre la forme externe et interne de

proventricules.

(A) (B)

Proventricule

I~

du poul et

Figure 4 : Photographie de laforme externe (A) et interne (B) du proventricule du poul et
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2. Obtention (extraction) del’extrait pepsique

L’ extraction de la pepsine est réalisée en suivant le protocole proposé par Bohak
(1970). Les principales étapes sont présentées en figure 05. Le diagramme d’ extraction de la
pepsine est rapporté par lafigure 06.

Les proventricules, décongelés a+ 4°C, sont hachés al’ aide d’ un mixeur ménager. Les

proventricules broyés sont maceérés, a température ambiante (25°C) pendant 3 heures, dans
une solution saline composee de 30 % de NaCl et de 0,7 % de NaHCO; et a raison de 300 ml
de la solution de macération pour 100 g de proventricules (Figure 5 (A)). Le macérét est filtré
atravers delagaze (Figure 5 (B)).
La solution obtenue est acidifiée al’aide d’une solution d HCI 3N jusgu'a pH 2 afin d’ activer
le pepsinogene (Figure 5 (C)). Apres centrifugation du filtrat 25000 g pendant 30 minet a+
4°C (Figure 5 (D) et (E)), le surnageant obtenu est gjusté a pH 6,4 avec une solution de NaOH
3N et constitue I’ extrait enzymatique brut (Figure 5 (F)). Enfin, I’ extrait obtenu est conserve
a - 20°C jusgu'a utilisation.

Le culot, qui représente le mucilage et les débris destissus, est éliminé.

Figure 5 : Photographies des principales étapes d extraction de la pepsine du poul et
A : macération, B : filtration, C : activation du pepsinogéene, D : macérét avant centrifugation,
E : macérét aprés centrifugation, F : extrait enzymatique brut (extrait coagulant le lait).
17
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Décongélation des proventricules a +4°C

l < 300 ml de la solution de maceération
(30% NaCl ; 0,7% NaHCO3)
M acération sous agitation
(3H ; T°C ambiante)

Filtration atravers deux couches de gaze
Retentat B l

(Fragments de tissus)

Extrait brut non actif
(pepsinogene, pH 6)
l < HCI 3N

Activation apH 2
Repos 15 min (T°C ; ambiante)

Centrifugation
5000g/30mina+ 4°C

Mucilage (culot) < l

Pepsine clarifiée pH 2

l « NaOH 3N

Ajustement de pH 6,4

l

Extrait pepsique activé
(Extrait enzymatique brut)

!

Conservation a - 20°C

Figure 6 : Diagramme d’ extraction de la pepsine de poul et (Bohak, 1970)
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3. Etude de |’ extrait enzymatique coagulant le lait

3 1. Mesuredel’activité coagulante

L’ activité coagulante est déterminée selon la méthode de Berridge (1945)° modifiée
par Collin et al. (1977). Cette méthode permet d exprimer |’ activité de |’ 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 30°C.

L’ unité de présure est calculée selon |’ expression suivante :

UP=10*V/T*v

AVEC :

V: volume de lait (substrat de Berridge)* (ml)
v : volume de I’ extrait enzymatique (ml)
T : temps de coagulation (sec)

" Le substrat de |’ enzyme est reconstitué selon la méthode de Bérridge par dissolution de 12 g
de poudre dans 100 ml d’ une solution de chlorure de calcium 0,01M. Le pH de substrat ainsi

préparé est gjusté a 6,4 (Annexe 1).

3.2. Mesuredel’activité protéolytique

L’ activité protéolytique est mesurée selon la méthode de Green et Stackpoole (1975)
(annexe 2). Cette mesure permet d’ évaluer le taux de dégradation du substrat (caséine) par
I’enzyme lors de la phase primaire. Cette activité est déterminée par mesure de la
concentration en produits d hydrolyse de la caséine, solubles dans I’acide trichloracétique
(TCA a12 %). Le dosage des peptides solubles est effectué selon la méthode de Lowry et al.
(1951). Le taux d hydrolyse de la caséine est déterminée a |’ aide d’ une courbe éalon établie
en utilisant latyrosine (100 pug/ml) comme protéine standard (annexe 2, Figure 2).

Pour I’ étude de I’activité protéolytique, la concentration de I’ extrait coagulant est
gjustée de fagcon a obtenir un temps de coagulation voisin de 5 min a 35°C selon les

conditions standards de mesure de |’ activité coagul ante (Green et al., 1984).
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3. 3. Dosage des protéines

La teneur en protéines de I’ extrait enzymatique brut est déterminée selon la méthode
classique de Lowry et al., (1951). Cette méthode est basée sur un procédé en deux étapes; la
premiére est la réduction de cuivre (Cu®*) en (Cu") par les protéines dans une solution
acaine, la deuxieme est la réaction au réectif de Folin-Ciocalteu, & base de
phosphomolybdates et de phosphotungstates, qui réagit avec I’acide aminée tyrosine et
tryptophane et a moindre degré avec la cystéine et I'histidine pour donner une coloration

bleu .

L’intensité de cette coloration est proportionnelle a la concentration en protéines
contenue dans un extrait. Cette concentration est déterminée a I’aide d’une courbe étalon
établie en utilisant le sérum d albumine bovine (BSA 200ug/ml) comme proténe standard

(annexe 3, Figure 3).

4. Caractérisation partiellede I’ extrait enzymatique brut

La caractérisation de I’ extrait enzymatique brut, par comparaison a la présure animale
consiste en la détermination des conditions optimales de I’ activité coagulante en fonction de

certains facteurs.

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

4.1. Déermination delatempérature optimale d’ activité
La température optimale de la coagulation du lait a été déterminée en faisant varier la

température du mélange réactionnel de 30°C a 70°C avec un pas de 5°C.

4.2. Influence de pH du lait
L’ influence de pH du lait sur I’ activité coagulante de I’ extrait pepsique et de la présure

étudié a été déterminée en faisant varier le pH du lait de 5,5 a 7,5 avec un intervalle de 5.

4.3. Déter mination de la concentration optimale de CaCl,
La concentration optimale en CaCl, de la coagulation du lait a é&é déerminée en

faisant varier la concentration du lait enions CaCl, de0,01 M a0,1 M.
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4.4. Influence de la concentration en extrait enzymatique
L’ effet de la concentration des extraits enzymatiques etudiés a été déterminé en fai sant

varier leurs concentrations en protéines de 9,27mg/ ml a27,82 mg/ ml.
5. Etude dela stabilité de |’ extrait enzymatique

5.1. Stabilité thermique

La stabilité thermique de I’ extrait coagulant le lait a éé étudié en mesurant son activité
coagulante résiduelle apres leurs incubation a des températures variables de 30°C a 70°C
pendant 30 min avec un intervale de 5°C.

5.2. Stabilité au coursdela conservation
L’ extrait enzymatique est conservé a + 4°C et a - 20°C pendant 2 mois. L’ activité

résiduelle est mesurée périodiquement.
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Résultats et discussion

1. Rendement d’extraction et caractéristiques del’ extrait coagulant brut

1.1. Rendement del’ extraction dela pepsine
Apres prétraitement, la quantité totale de matiere premiere fraiche récupérée est de

I’ ordre d’ environ 8 g a partir d’un pro ventricule de poulet.

Le volume moyen de I’ extrait enzymatique obtenu a partir de 100 g de proventricules
de poulet est d’environ 251 ml, ce qui lui confere un rendement d’extraction moyen de
83,33%. Ce rendement est similaire a celui indiqué par Siar (2014) (soit de 84,43 %).

Le rapport des proventricules a la solution d’extraction est de 1:3. L’activité
coagulante totale rapportée au volume d extraction et a I’ unité de masse de proventricules
frais est de 1393,05 unités présure totales et 13,93 unités présure totales par gramme de

proventricules frais respectivement.

1.2. Caractéristiques del’extrait coagulant brut

L’ extrait pepsique coagulant est sous forme d'un liquide de couleur jaunétre et d’ odeur
peu prononceée. Le temps de coagulation est tres court et est de 08 secondes. L’extrait brut se
caractérise par une activité coagulante de 5,55 UP / ml une teneur en protéines de 18,55
mg /ml.

En ce qui concerne la couleur et I’ odeur, nos résultats sont similaires a ceux rapportés
par d autres études (Adoui, 2007 ; Nouani et al., 2011 ; Siar, 2014). L’ activité coagulante
trouvée dans la présente étude est proche a celle noté par Paez De Leon en 1995. Par contre,
des valeurs différentes ont été signalées par certains auteurs. En effet, des activités de 15,08
UP/ml, 13,33 UP/ml et de 18,61 UP/ml ont été rapportées par Adoui (2007), Hamrani (2008)
et Siar (2014) respectivement. Par ailleurs, I’ é&ude menée par Benyahia en 2013 a indiqué une
activité élevée de |’ ordre de 60 UP/m.

La teneur en proténes totales dans |’ extrait obtenu est proche par celle indiquée par
Siar (2014) qui a rapporté un taux de 20,10 mg/ml. Cependant, la concentration de I’ extrait
en protéine reste inferieure a celle obtenue par Nouani et al.(2011) qui a noté une teneur de
147,3 mg/ml.
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2. Activité protéolytique des extraits coagulants

Toutes les enzymes coagulantes qu'elles soient dorigine animale, végétae ou
microbienne sont capables d’hydrolyser la caséine k, provoquant ainsi la coagulation du lait,
cette condition est suffisante pour I’ utilisation de ces enzymes en industrie fromagere (Alais,
1984), mais pour la production des fromages de qualité, il faut tenir compte de leur grande
activité protéolytique non spécifique supplémentaire qui leur donne le pouvoir d hydrolyser
les caséines a et B (Vignola, 2002). De ce fait, pour assurer un bon rendement fromager et
pour éviter certains défauts de golt et de texture qui peuvent apparaitre au niveau des

fromages, tout succédané de présure doit présenté une faible protéolyse .

L’ évolution de I’ azote non protéique au cours de I hydrolyse enzymatique est illustrée
enfigure 7.

Les résultats obtenus montrent que la pepsine de poulet présente une activité
protéolytique plus importante que la présure pure. L’activité protéolytique obtenue est de

I’ ordre de 52,75 pug/ml pour I’ extrait pepsine de poulet et 31,125 pg/ml.

52,75

pepsine de poulet présure

Figure 7 : Quantités des produits d’ hydrolyse libérés par les extraits enzymatiques étudiés.

Les résultats observés dans la présente éude sont similaires a ceux rapportés par de
nombreux auteurs. En effet, les travaux de Nouani et al. en 2011 ont indiqué une activité 32
pg/ml, un taux trois fois supérieur ala présure. Par ailleurs, Siar (2014) a rapporté une teneur

de 117 pg/ml soit une activité protéolytique trois fois plus élevée que la présure.

La faible activité de la présure pourrait ére expliguée par son activité protéolytique

limitée et spécifique. En effet, pendant |a premiére phase de dégradation, correspondant a la
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phase enzymatique, la caséine k est clivée spécifiquement au niveau de la liaison 105-106
(Phe-Met), alors que I’a et la B caséines ne sont pas affectées (Alais, 1984). Cette sélectivité
et spécificité de la présure pour son substrat, la caséine « fait d’elle I’enzyme par excellence

utilisée en fromagerie (Danley et al., 1988).

3. Caractérisation del’extrait enzymatique brut

3.1. Influence delatempérature sur I’ activité coagulante

La déermination de la température optimale d’ activité de la pepsine du poulet et de la
présure a été réalisée en mesurant le temps de coagulation a différentes températures du lait
allant de 30°C a70°C.

Les résultats, illustrés dans la figure 8, montrent que les deux enzymes se comportent
différemment. L’ optimum d’ action de I’ extrait pepsique et de la présure animale est de 60°C
et 55°C respectivement. Au dela de ces températures, on note une baisse d’ activité pour les

deux extraits coagulants.

Par ailleurs, la pepsine de poulet, comparée a la présure animale, se montre encore active a
65°C. A cette température, la présure est complétement détruite.

30 40 50 60 70 80

Température du lait °C)

Figure 8 : Effet delatempérature du lait sur I’ activité coagul ante.
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Selon Mietton et al.(1994), L’influence de la température sur le temps de prise résulte
detrois effets :

- lathermo sensibilité de I’ enzyme coagulante (la présure commence a se dénaturer a
35°C et est totalement dénaturée a 65°C),

- lavitesse de la réaction enzymatique.
- lavitesse d’ agrégation.

Mordli et al.(1996) e¢ Hamrani (2008) ont rapporté que la température optimale de
I”activité de la pepsine du poulet est de 40°C. Par contre, I’ étude d’ Adoui en 2007 et de Siar
en 2014 ont indiqué un optimum thermique de 50°C et 55°C respectivement. Ces mémes

auteurs ont rapporté une activité optimale de la présure animale a 50°C.

Sedlon Garnot et Martin (1980), la présure présente une activité coagulante a une
température voisine de 40 °C. La température optimale pour la coagulation du lait par la
présure est d’ environ 45°C (Lucey, 2002).

Dans une étude similaire, Bengana (2001) a rapporté une activité optimale a 45°C pour
la chymosine et la pepsine. Les travaux de Maachou (2004) et de Slamani (2004) ont indiqué
une température optimale d activité de 55°C pour la pepsine purifiée de limon et de 52°C

pour la pepsine ovine respectivement.

Par ailleurs les enzymes d’ origine microbienne et végétale présentent généralement
une température optimale d action plus importante par rapporte aux enzymes d origine
animale. En effet, Mordli (1997) anoté que |” optimum d’ action pour lacynarase del’ artichaut
est a60°C et celui delaficine du latex defiguier est a80°C. L’ optimum d’ activité coagul ante
pour |’ extrait brut de fleurs de cardon est obtenu, selon Mouzali (2001), a une température du
lait égale a 65°C. Fernani (2003) a indiqué que la température optimale de coagulation de la
protéase purifiée des graines de melon est de 70°C.

De plus, une température d’ activité de 52°C a 62°C a été apportée par Grousaud (1999) pour
les trois suspensions coagulantes fongique Mucor miehei, Mucor pusillus et Endothia
parasitica. Nouani et al. (2009) ont trouvé une activité maximale a 50°C pour la coagulase

purifiée de Mucor pusillus.
3.2. Influence du pH du lait sur I’ activité coagulante

L’ effet de pH du lait sur I’ activité coagul ante de la pepsine de poulet et de la présure a

été étudié en gustant le pH du lait aux valeurs de I'intervalle alant de 5,5 a 7. Les résultats
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indiqués par lafigure 9 montrent que des deux préparations enzymatiques étudieées présentent

des comportements analogues vis-a-vis le pH du lait.

55 6 6,5 7 7,5

pPH du lait

Figure9: Effet depH du lait sur I’ activité coagulante

L’ activité coagulante de ces deux préparations enzymatiques diminue au fur et a
mesure que le pH du lait augmente. Une activité relativement importante est constatée a pH

5,5. Au delade cette valeur, I’ activité coagulante chute.

A pH 6,5 I’ activité de la pepsine de poulet et de la présure animale ne présentent que
10,4 % et 14 ,83 %, respectivement.
A pH 7 la pepsine de poulet n’est pas encore inhibée complétement; elle montre une faible

activité coagulante est de 2,66 %, tandis que la présure est compl &ement inactivée.

Selon Ramet (1990), la diminution du pH de 7,0 a 5,2 engendre la diminution du
temps de coagulation. De ce fait, I’ acidification du lait favorise la réaction d agrégation par
suite a la diminution de la stabilité des micelles, liée ala neutralisation des charges négatives

et alalibération d’'ions calcium.
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Green et al.(1984) ont indigué que lorsgue le pH du lait est abaisse de 6,65 a 6,5
I’ activité coagulante de I’ extrait pepsique entraine une double augmentation. La pepsine de
poulet est caractérisée par une activité maximale a pH5 (Nouani et al., 2009 ; Benyahia,
2013). En revanche, le pH optimum de la pepsine et la chymosine est de 2,8 et 34
respectivement, lorsque I hémoglobine est employée comme substrat
(Bohak, 1969 ; Alais, 1974).

L’ 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.

D’Ambrosio et a. (2003) ont indiqué une activité optimale dans I’intervalle de pH
compris entre 6,5-7,5 pour la pepsine purifiée de poisson. Dans une étude similaire, Slamani
(2004) a noté pour la pepsine ovine que le temps de coagulation est plus court lorsgque le pH
est abaissé au dessous du pH du lait (pH 6,6) et a pH supérieur a 6,7, I’ enzyme commence a

éreinactivée.

Mordli (1997) a montré que la cynarase de I’ artichaut et la ficine du latex de figuier
présentent une bonne activité coagulante jusgu’a pH 6,6. Par contre, Mouzali (2001) indique
un pH optimum d’action égale & 5,2 pour I’ extrait brut de cardon. La protéase purifiée des
graines de melon est caractérisée par un pH optimal d activité de I’ordre de 5.5 (Fernani,
2003) .L’activité optimale de la coagulase extraite a partir de I’ artichaut se situe entre pH 4,5
et 5,5 (Llorente et al., 2004), alors que celle de labroméline est de 8,5 (Bruno et al.,2002).

Matoub (2000) a noté une activité coagulante optimale au pH 6,2 pour la coagulase de
Bacillus subtilis(Lc33). Les enzymes fongiques, selon Fernadez-Lahore et al. (1999), se
caractérisent par un pH optimum d'action entre 2,5 et 5,5. L’ optimum d’ activité pour la
protéase fongique Mucor pusillus a été obtenu, selon Nouani et al.(2005), au pH égale a5,0.

En conclusion, I’ effet du pH du lait sur I’ activité coagul ante des enzymes est fortement

dépendant de leur origine et de la nature du substrat.
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3.3. Influence de la concentration de CaCl, du lait sur I’activité coagulante

L’ effet du calcium sur I’ activité coagulante de la protéase issu des proventricules de
poulet, comparée a la présure, a été étudié en faisant varier sa concentration dans le lait de
0.01M a0.1 M. Les résultats obtenus sont illustrés dans lafigure 10.

0,01 0,03 0,05 0,07 0,09 0,11

Concentration en CaCl12 (M)

Figure 10 : Effet de la concentration en CaCl, du lait sur I’ activité coagul ante.

Les résultats de la présente étude, montrent que I’ activité coagulant augmente avec
I”augmentation de la concentration en CaCl, jusgu’'a atteindre 0.04 M et ce pour les deux
extraits étudiés. Au dela de cet optimum, I’action des deux enzymes baisse. Le déclin est

plus important dans le cas de la présure.

Selon Brule et Lenoir (1990), I’ addition du calcium soluble entraine une augmentation
de la tenure en phosphate de calcium colloidal lequel semble étre le facture déterminant de

I” aptitude du lait ala coagulation par |a présure.

L’ addition de chlorure de calcium au lait, pratique courante en fromagerie, a pour effet
de réduire le temps de coagulation et d’ accroitre la fermeté du coagulum, cette influence n’ est
pas seulement liée a |’augmentation des teneurs en calcium ionique mais intervient sur
I abai ssement du pH, réduisant ainsi 1a stabilité micellaire (Eck, 1990).
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Garnot et Martin (1980) ont rapporté gque I’ optimum d’ activité de la présure d’ origine
animale est obtenu a la concentration en CaCl, de I'ordre de 0.02 M. Nos résultats
concordent avec ceux obtenus récemment par Benyahia (2013). Les recherches de Siar (2004)
et de Nouani et al.(2009), ont rapporté une concentration optimale en CaCl, de I’ordre de
0,02 M. Par ailleurs, d’ autres éudes ont montré des concentrations un peu élevées. En effet,
Machou (2004) et Slamani (2004) ont noté que |’ activité optimale de la pepsine de poisson et
d'ovin est obtenue avec une concentration en CaCl, du lait de 0.05M et 0.06 M
respectivement. De plus, I’ activité optimale de la coagul ase purifiée des graines de melon est

indiquée pour une concentration optimale en CaCl, de 0.08 M (Fernani, 2003).
3.4. Influence de la concentration en enzyme sur |’ activité coagulante

L’ activité de I’extrait pepsique et de la présure, en fonction de la concentration en
extrait coagulant, a été estimée en mesurant le temps de coagulation pour des concentrations

en proténes dans les extraits variables de 9,27 mg/ml & 27,82 mg/ml.

D’ aprés lafigure 11, I’ activité coagulante augmente quand la concentration en extrait
augmente pour les deux extraits. De plus, contrairement ala pepsine, les résultats montrent la
présence d’'un palier correspondant a une concentration saturante en enzyme (a partir de

24,11mg/ml) pour la présure animale.

20 A

-3 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Concetration en enzyme (mg/ml)

Figure 11 : Effet de la concentration des extraits sur les activités coagul antes.
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L’ activité coagulante de la présure croit linéairement en fonction de sa concentration
lorsgue celle-ci est faible, ce qui correspond aux doses employées en fromagerie (Garnot et
Martin 1980 ; Goursand 1999).

Belhamiche (2005) a constaté un pallier de saturation en enzyme et ce pour la
coagulase purifiée de Mucor pusillus dans I'intervalle de concentrations allant de 0,25 a0,3

mg/ml.

Le temps de coagulation est inversement proportionnel a la concentration en
enzyme. La concentration en enzyme dans les limites utilisées en fromagerie influe aussi
sur la vitesse de raffermissement du gel. Elle n’a en revanche pas d effet sur la fermeté
(Ramet et Weber, 1980).

4. Etude dela stabilité

4.1. Stabilité thermique

La stabilité thermique de I’extrait pepsique, comparé a la présure animae, a éé

réalisée en le maintenant, pendant 30 min, adestempératures allant de 30°C a 70°C.

30 40 50 60 70

Température (°C)

Figure 12 : Stabilité thermique de I’ extrait brut et de la présure
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Les résultats obtenus, illustrés dans la figure 12, montrent que I’ activité coagulante des deux
préparations coagulante (pepsine, présure) est relativement stable dans I'intervale de
températures alant de 30°C a 35°C pour la présure, et de 30°C a 40°C pour la pepsine de
poulet. Au dela de ces valeurs, les deux extraits manifestent une baisse progressive de leurs
activités coagulantes. A 55°C, la présure animale se trouve completement dénaturée alors que
la pepsine garde une activité de I’ ordre de 72 % ; sa dénaturation alieu a 60°C. Nos résultats

concordent avec ceux obtenus par Nouani et al. (2011).

Les études menées sur les coagulases d’ origine végétale et microbienne indiquent une
meilleure stabilité aux températures élevées que celle de la présure animale. En effet, Mordli
(1996), a noté une stabilité thermique élevée pour des coagulases vegétales (artichaut,
figuier), par comparaison a celle dorigine animale. De plus, les résultats obtenus par
Belhamiche en 2005 ont montré qu’ aux températures supérieures a 50°C, la protéase fongique
purifiée du Mucor pusillus entraine une baisse d' activité d’abord progressive a 55°C puis

rapide a60°C ; température pour laquelle la présure animal e est complétement détruite.

Selon Alais (1984), lorsque la température s éléeve au dessus de 50°C, la présure

devient facile a dénaturer.
4.2. Stabilitéala conservation a4°C et a- 20 °C

L’ étude de la stabilité au cours de la conservation a été réalisée par I’ entreposage des
extraits bruts de poulet a + 4°C et a — 20°C. L’ activité coagulante résiduelle, exprimée en

pourcentage par rapport al’ activité coagulante initiale, a été réalisée périodiquement.

Les résultats obtenus, rapportés par la figure 13, indiquent que la pepsine de poulet
congelée a - 20°C reste stable et garde 100% de son activité durant les huit semaines de
conservation. Cependant, I’ extrait brut conservé a 4°C garde sa stabilité pendant 4 semaines.
Au-dela, I activité coagulante continue a baisser progressivement, pour atteindre un taux de

perte d’ environ de 54.96% au bout de 8 semaines.

L’ étude menée par Hamrani en 2008 aindiqué unebaissed’ activité au delade 21 jours
de conservation a + 4 °C pour la pgpsne de poule. Selon Mordli (1996), une perte d' activité
coagulante pour la pepsine purifiée du poulet est de 75% lors d’une conservation a 4°C
pendant 3 mois contrairement a la conservation a -18°C ou la pepsine a gardé une activité
coagulante de 100%. La pepsine purifiée du limon a montré une perte d’ activité coagulante de
50% au bout de 45°™ jour d entreposage 34°C.
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Durée de conservation (Semaines)

Figure 13: Stabilité de I’ extrait pepsique au cours de la conservation

Dans une étude similaire menée sur une protéase d origine fongique de Mucor
pusillus, Belhamiche (2005) a signalée une baisse d activité a partir de 21°™ jours de
conservation & 4°C et au 28°™ jour, |’ activité résiduelle été estimée & 82.21%. Par contre, ce
méme extrait reste stable, au bout de 56°™ jours de conservation a-18°C.

Les extraits du cardon et des graines de melon restent stable au cours de la
conservation a-18°C (Mouzali, 2001 ; Fernani, 2002).

En général, les enzymes conservées a + 4°C gardent une activité résiduelle qui dépend
de I'origine et de la pureté des extraits. De plus, elles se conservent mieux aux basses
températures (congéation). Néanmoins, ce procédé est plus colteux pour une enzyme
industrielle.
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Conclusion

Notre travail a porté sur la possibilité de substituer la présure par I’ extrait coagulant
de pepsine de poulet Gallus gallus (d'origine animale) et visait sa caractérisation. La
démarche suivie repose sur deux étapes essentielles. La premiére consiste en la récupération
de la matiére premiére, |'extraction de la pepsine de poulet ; la seconde consiste en la
détermination des conditions optimales d’ action de cet extrait, par comparaison a la présure
animale; a savoir la détermination de son point d activité coagulante et les conditions
optimales d'action (température, pH, concentration en CaCl, et concentration en extrait
coagulant) ainsi que I’ étude de sa stabilité thermique et au cours de la conservation.

L’ extraction a permis d'avoir un extrait pepsique présentant une activité coagul ante de
5.55 UP/ ml, une teneur en protéines de 18.55 mg/ml. Le rendement d’ extraction est estimé a
83.33% et son activité proteolytique est de I’ ordre de 52,75ug/ml.

La caractérisation de |’ activité enzymatique coagulante de la pepsine de poulet en
comparaison avec la présure a montré quelques différences de comportement. En effet,
I’activité coagulante est maximale a pH égal a 55 pour la pepsine de poulet, a une
température 60°C et pour une concentration en chlorure de calcium du lait de 0,04 M. Par
ailleurs, I’ extrait pepsique est caractérisé par une activité coagulante relativement stable a un
intervalle de 30°C a 40°C pendant 30 minutes. En revanche, la conservation de |’ extrait

coagulant aune température de — 20°C pendant 60 jours permet une meilleure conservation.

A ce stade de I’ étude, les résultats mettent en évidence la possibilité d obtenir un
extrait coagulant & partir de proventricules de poulet dont les caractéres classiques sont
relativement analogues a ceux de la présure traditionnelle, |’exception faite pour la
température. Le proventricule de poulet, sous produit de I’industrie avicole, représente une
source abondante de protéase coagulant le lait et pourrait donc intervenir, a faible codt, en
remplacement de certaines protéases d’ origine végétale et microbienne.

En perspective, il s agit de compléter ce travail par une éude approfondie qui portera

sur divers aspects en | occurrence :

» Etude des facteurs influencant I’ extraction afin d’améliorer la qualité de I’ extrait et le
rendement d’ extraction en vue de son utilisation a grande échelle ;

* Purification de |’ extrait brut ;

» Envisager I' utilisation de I’enzyme purifiée en technologie fromagére et mener une
étude comparative sur la qualité des produits finis.

» Etude socio-économique de production de |’ agent coagulant.
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Annexel

Mesur e du temps de coagulation

Substrat
Agitation (15 mn/ agitateur magnétique)
Repos (60 mn & température ambiante)
, Y i

Répartition (10 ml par tube a essai)
\4

Incubation (230°C au bain marie/ 15 mn)
\4

Addition de |’ enzyme (araison de 1 ml)
\4
Homogénéisation (immédiate par agitation manuelle rapide)

!

Trois retournements successifs aprés 30 secondes
du temps zéro

!

L’ observation de I’ apparition des flocons correspond
du temps de coagulation

Figurel : Mesure du temps de coagulation par la méthode de Berridge (1945)
modifiée par Collin et al. (1977).



Annexe 2

Activité protéolytique (Green et stackpoole, 1975)

» Solution de dosage

- Solution (A) : 1g NaOH dans 250ml d’ eau distillée + 5g Na,CO3

- Solution (B) : 0.1g sodium-potassium tartrate dans 10 ml +0.032g CuSO,
- Solutions (C) : 100ml (A) + 2ml (B) (préparation immediate)

- Solution (D) : Folin dilué %2

M éthode de mesure

* Courbe étalon detyrosine

- Préparer des solutions diluées de concentrations croissantes: 20, 40, 60, 80
et 100 pg /ml a partir d’une solution- mére de tyrosine (100 pg /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 chague tube 0,5 ml de la solution (D) et agiter fortement.

- Laisser incuber 20 mn a 35°C.

* Conditions d’hydrolyse

- Ajouter 1 ml delasolution enzymatique a 1 ml de lasolution de caséinea2 %
( P/ V) dans le tampon citrate de sodium pH 5,2.

- Incuber pendant 20 mn. a35°C.
- Apresincubation, gjouter 5 ml de T.C.A. (12 %) (P/V).
- Laisser reposer 15 mn.

- Filtrer atravers du papier filtre.



* Préparation de |’ échantillon
- A 1 ml dufiltrat, gjouter 5 ml de lasolution (C) puis mélanger.
- Incuber pendant 10 mn a 35°C.
- Ajouter dans chague tube 0,5 ml de la solution (D) et agiter immédiatement.
- Incuber & 35°C pendant 20 mn.

* Préparation du blanc

- A 1 ml delasolution casénique sont gjoutés 5 ml du T.C.A. (12 %).
- Ajouter enfin 1 ml de la solution enzymatique.
* Lecturedel’absorbance

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

Concentration en tyrosine (ug/ml)

Figure 2 : Courbe étalon dela Tyrosine



Annexe 3

Dosage des protéines (Lowry et al., 1951)

» Solution de dosage

- Solution (A) : 5% Na,COs.

- Solution (B) : 0.5 % CuSO, ,5H20 in 1% sodium-potassium tartrate.
- Solution (C) : 50 ml(A) + 2ml (B) (préparation immédiate)

- Solution (D) : NaOH (1N).

- Solution (E) : Réactif de Folin-Ciocalteau dilué 2

M éthode de mesure

- Courbeéalon deB.S.A.

- Préparer des solutions diluées de concentrations croissantes : 25, 50, 75, 100, 150
et 200 pug / 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 chague tube 0,5 ml de la solution (D) puis 2,5 ml de lasolution (C).
- Laisser reposer pendant 10 mn.
- Ajouter 0,5 ml dalasolution (E).

- Incuber pendant 30 mn. al’ obscurité.

- Lecturedel’absorbance

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



v =0,002x

0 hd 1 1 1 1
0 50 100 150 200

Concentration en B.S.A. (ug/ml)

Figure 3 : Courbe étalon delaB.S.A.



Résumé

L’ objectif de ce travail est d'étudier la possibilité de substituer la présure par la
pepsine de poulet comme agent coagulant du lait.

La pepsine du poulet, a été obtenue par macération de proventricules de poulet haché
(Gallus gallus). L'extrait obtenu se caractérise par une activité coagulant de I'ordre
de 5.55 UP/ml.

Les conditions optimales d activité coagulante ont é&é déterminées. L’ activité est
maximale a une température de 60 °C, a pH 5.5 et pour une concentration en CaCl,du lait de
0.04 M.

L’enzyme est relativement stable dans I'intervalle de 30°C a 40°C apres 30 min
d’incubation ainsi qu’ aux basses températures.

Ces propriétés sont relativement similaires a ceux de la présure d’ origine animale,
exception faite pour latempérature.

Mots-clés: pepsine de poulet, proventricule, caractérisation, coagulation du lait,

présure.
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Abstract

The am of this work is to study the possibility of substituting rennet with chicken
pepsin as a coagulating agent for milk.

The chicken pepsin, coagulating the milk, was obtained by maceration of ground
chicken provricula (Gallus gallus). This enzyme is characterized by a coagulating activity of
about 5.55UP.

Optimal conditions of coagulant activity were determined. The activity is maximum at
atemperature of 60 ° C, a pH 5.5, and for a0.04M CaCl, concentration.

The enzyme is relatively stable in the range of 30 ° C to 40 ° C after 30 minutes of
incubation and at low temperatures of conservation.

These properties are relatively similar to those of rennet, except for the temperature.

Keywords:. chicken pepsin, proventriculus, characterization, milk coagulation, rennet.
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