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Résumée

L’¢évolution de la technologie laiti¢re et la forte demande de la présure traditionnelle pour la
fabrication fromagere dans les marchés, ont engendrées une pénurie mondiale de cette enzyme.
Des succédanés d’origine animale, végétale et microbienne (provenant de bactéries ou
champignons) ont été étudiés pour remplacer cette derniére. Trois extraits coagulants dérivés
des souches fongiques d’Endothia parasitica, Mucor Miehei et Mucor pusillus ont fait 1’intérét
de cette recherche. Les souches fongiques productrices de ces enzymes ont été définies,
classifiées et caractérisées. Ainsi, des méthodes d’obtention, de purification et de récupération
de ces protéases, ont été analysées dont le but de connaitre de plus en plus ces propriétés en les
comparants avec celle de la présure animale. D’apres les résultats des recherches analysés dans
ce travail, les coagulases dérivés du genre Mucor ont été révélés d’étre les meilleurs pour les

utiliser dans la fabrication fromageére.

Mots clés : présure, coagulation du lait, présure animale, succédané de présure, Endothia

parasitica, Mucor Miehei, Mucor pusillus,



Abstract :

The evolution of dairy technology and the strong demand for traditional rennet for cheese
production in the markets has led to a worldwide shortage of this enzyme. Animal, plant and
microbial (from bacteria or fungi) substitutes have been studied to replace the latter. Three
coagulant extracts derived from the fungal strains of Endothia parasitica, Mucor Miehei and
Mucor pusillus were of interest in this research. Fungal strains producing these enzymes have
been defined, classified and characterized. Thus, methods of obtaining, purifying and
recovering these proteases have been analyzed whose purpose is to know more and more these
properties by comparing them with that of animal rennet. Based on the results of the research
analysed in this work, coagulases derived from the genus Mucor have been shown to be the

best for use in cheese making.

Keywords : rennet, milk coagulation, animal rennet, rennet substitute, Endothia parasitica,

Mucor Miehei, Mucor pusillus,
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Introduction

Le lait est un liquide biologique comestible, et un aliment complet équilibré. C’est la base
de I’alimentation de tous les mammiféres, y compris I’Homme. [1] De ce fait, I’intérét
primordial majeur de la transformation du lait en fromage était de conserver ses principaux

composants, ou les premiéres transformations laitieres en fromage sont apparues. [6] C’est la

principale matiére premiére pour la fabrication du fromage. [2]

La transformation du lait en fromage nécessite la coagulation de la caséine. [2] La
coagulation du lait est définie comme l'instabilité des micelles de caséine qui floculent et
s'agrégent pour former un gel contenant des composants solubles dans le lait. [6] Différentes

techniques de coagulation peuvent étre utilisées.

Parmi ces différentes techniques, est la coagulation enzymatique, qui constitue la présence

de la présure comme un agent coagulant du lait,

La présure animale est 1’agent principal et le plus utilisé pour la coagulation du lait. [6]
Cette préparation enzymatique est provenant de la quatrieme poche de la caillette (quatriéme
estomac) des jeunes ruminants nourris exclusivement au lait. [12] Cet extrait coagulant est
constitué de deux principaux enzymes ; la chymosine qui est la principale composante et

majeure de la présure animale, et la pepsine. [2]

L'augmentation de la production de fromage nécessite une plus grande utilisation de la
coagulase, qui ne peut étre obtenue par le traitement a la présure seul en raison des rendements

irréguliers chez les veaux de lait.

L'extraction de la présure exigerait des sacrifices tres colteux. En effet, elle nécessite la

récupération de la caillette des veaux non sevrés aprés abattage, ce qui impacte fortement les
codts du fait des faibles rendements en viande. [2] Ce qui provoque une situation de pénurie

de présure. [39]

A ce regard, le but de notre recherche bibliographique est de répondre aux questions,

suivantes ;

= Est-ce qu’il y a une solution pour lutter contre cette pénurie ?

= Est-ce que les chercheurs ont pu trouver des substituts pour remplacer cette derniere ?
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= Est-ce le domaine fongique est 'un des solutions qui font I’intérét de remplacer la
présure traditionnelle ?

Pour répondre a ces questions, le présent travail comporte trois parties principales ; la
premiere partie se base sur des généralités sur le lait et la présure, et discute la limitation de la
présure traditionnelle et propose des succédanés d’origine animale, végétale et fongiques de
cette derniére. La deuxieme partie se spécialise sur les souches fongiques productrices des
extraits coagulants ; définition, classification et caractéristiques microscopiques et
macroscopiques de ces substituts et donne des méthodes d’obtention, purification et
récupération des coagulases obtenus a partir de ces souches. Aussi, il parle des différents
criteres des succédanés pour remplacer la présure animale. La troisieme partie analyse les
différentes propriétés et les caracteres bénéfiques des extraits coagulants derivés des souches
fongiques ; I’activité coagulante, le pouvoir protéolytique, la stabilité, le poids moléculaire, les
différents acides aminés qui constituent ces protéases en les comparants avec celle de la présure

animale, ainsi, ces utilisations industrielles dans la fromagerie.

Enfin, une conclusion qui récapitule cette recherche par 1’obtention de 1’extrait coagulant
qui a le rendement le plus remarquable et le plus analogue avec la présure animale et ouvre des

perspectives dont le but d’enrichir la recherche scientifique dans la production fromaggre.
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Chapitre I : Généralités sur le lait et la présure

1 Lelait
1.1 Définition
Le lait est un liquide secrété par les glandes mammaires du jeune. Il s’agit d’un fluide aqueux

opaque, blanc, lIégérement bleuté, d’une saveur douceatre et d’un pH légerement acide, proche

de la neutralité. [1]

C’est la principale matiére premiére pour la fabrication du fromage. [2]

Selon le Congreés International pour la Répression des Fraudes Alimentaires, tenu a Genéve en
1908, le lait a été defini :

« Le lait est le produit intégral de la traite totale et interrompue d’une femelle laitiére bien
portante, bien nourrie et non surmenée. Le lait doit étre recueilli proprement et ne doit pas

contenir de colostrum. »

1.2 Composition du lait

Les principaux constituants du lait sont par sont illustré dans (la figure 01). [11

I’eau trés majoritairement ;

glucides principalement représentés par le lactose ;

lipides essentiellement des triglycérides rassemblés en globules gras ;

protéines : caséines rassemblées en micelles, albumines et globulines solubles ;
- sels et minéraux a 1’état ionique et moléculaire ;
- ¢léments a I’état de traces mais au réle biologique important : enzymes,

Vitamines, oligo-éléments.
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composition du lait de vache
(g par litre de lait)

| meau (902)

@ lactose (49)

Omatiére grasse (42)

O protéines (32)

@ constituants salins
(9)

Figure 1 : Composition moyenne du lait de vache [1]

1.3 Paramétres physico-chimiques du lait

Les parametres physico-chimiques sont motionnés dans (le tableau 1)

Tableau 1: Caractéristiques physico-chimiques du lait. [3]

Constantes Moyennes Valeurs extrémes
Densité du lait entier a 1,031 1,028-1,033
20°C

Densité du lait é&crémé - 1,036

Densité de la matiére grasse - 0,94-0,96

pH a20°C 6,6 6,6-6,8

Acidité titrable (°Dornic) * 16 15-17

Point de congélation (°C) - -0,520-0,550
Conductivite électrique a 45 x 10-4 40 -50 x 10-4

25°C (siemens)

*1° D =0, 1 g d'acide lactique/litre.
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1.4 Les caséines du lait
La caséine constitue la majeure partie des protéines du lait. Cette partie est la plus
déterminante en matiere de technologie fromagére. La caséine se présente sous forme de
micelles formées par une combinaison de différents composants, dont : la caséine asl et as2, la
caséine béta, la caséine kappa, et des minéraux, notamment du calcium et du phosphate. La
kappa-caséine est une protéine du lait qui joue un réle clé dans la coagulation du lait par la

présure.

Les micelles de caséine peuvent étre déstabilisées par I'acidification ou I'action de certaines
enzymes protéolytiques comme la présure. Cette instabilité peut faire cailler le lait. C'est ainsi

que 1'ajout de présure au lait provoque sa coagulation en hydrolysant la k-caséine, située a la

périphérie des micelles. [4,5]

Les micelles de caséines sont illustrées par (la figure 02)

Figure 2: : Schéma illustrant les micelles de caséines [6]
1.5 Meécanisme de la coagulation du lait
La coagulation du lait est une étape essentielle qui nécessite I’emploi d’un agent coagulant.
[2] La coagulation du lait est la dénaturation de la caséine du lait sous I’action d’acidification
(abaissement du pH) ou par action d’enzyme spécifique présure ou la combinaison des deux

actions. [6]

Les différents mécanismes de coagulation, sont : [2]
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1.5.1 Lacoagulation mixte

Le caillage mixte du lait est le résultat d'une combinaison d'enzymes spécifiques et d'une
acidification. [2]

C'est la voie la plus utilisée dans I'industrie fromagére, notamment pour la production

de fromages frais et a pate molle et de pates pressées non cuites. [6]

1.5.2 Lacoagulation acide
La coagulation acide du lait s'effectue en présence d'un levain acide ou lactique qui
transforme le lactose en acide lactique, ce qui provoque une baisse du pH, qui se traduit par
une modification de I'état des micelles de caséine. [6]
Le gel lactique obtenu est perméable, friable, fragile et ne permettra qu’un égouttage

limité. [2]

1.5.3 Lacoagulation par la présure

Considéré comme le meilleur moyen d'obtenir un fromage de meilleure qualité, qui

comporte deux phases essentielles ; phase enzymatique et phase de coagulation. [6]

2 Laprésure
2.1 Définition
La présure est la préparation coagulante provenant de la quatrieme poche de la caillette
(quatrieme estomac) des jeunes ruminants nourris exclusivement au lait. Elle constitue la
principale enzyme traditionnellement utilisée dans I'industrie laitiére. En fait, I'extrait coagulant
est un mélange constitué deux principaux enzymes protéolytiques acides (la chymosine 80% et

la pepsine 20%). [7]

2.1.1 Chymosine
La chymosine est la principale composante de la présure animale. Elle est sécrétée par la
caillette des jeunes ruminants non sevrés. La forme inactive de la chymosine est la

prochymosine. Elle se transforme en enzyme active sous 1’action de 1’acidité du milieu.
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2.1.2 Pepsine
La pepsine est I'un des constituants de la présure, Sécrétée par la caillette des ruminants,

apres sevrage. La caillette secréte beaucoup de pepsine et trés peu de chymosine ; elle ne devient

prépondérante qu'une fois la synthese de la chymosine est arrétée. [2]

2.1.3  Propriétés de la chymosine et de la pepsine

Tableau 2: Propriétés de la chymosine et de la pepsine [8,9,10].

Enzyme Nature Stabilité en Stabilité pH Optimum de Poids

température Ph moléculaire

Chymosine | Protéase acide Activité 5.3-6.3 3.5 30,000-40,000
optimale & 42°c
(Caséine)
Inactivation :
50°c-61°C. 3.7
(hémoglobine)
Pepsine Protéase acide | Thermosensible 2.0 6.0 34,000
a50°c.

Dénaturation a
partir de 70°c.

2.1.4 Composition en acides aminés de la chymosine et de la pepsine

Tableau 3: Composition en acides aminés de la chymosine et de la pepsine [11]

Présure Chymosine Pepsine
Nombres d’acides

amines
Ala 13 16
Arg 5 2
Asp 30 40
Cys 6 6
Glu 29 26
Gly 25 34
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His 4 1
lleu 15 23
Leu 19 28
Lys 8 1
Met 7 4
Phe 14 14
Pro 12 16
Ser 27 43
Thr 18 25
Trp 4 6
Tyr 15 16
Val 21 20

2.2 Caractéristiques d’une coagulation par la présure

Les caractéristiques de la coagulation sont résumées dans le tableau 4 :

Tableau 4: Caractéristiques des caillés a présure [12].

Les caractéristiques Action des enzymes (présure)
*Processus biochimique *action enzymatique [lactose non
dégradé]
* Modification de la caséine *Transformation en para caséine,

Séparation d'une partie non

protéique
M*Ph *6.8
* Composition du coagulum * phosphoparacaseinate de calcium
* nature de coagulum * gel élastique imperméable
* synérese (rétraction naturelle du gel et *rapide

expulsion du sérum)
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* rendement (kg/l OO L) *20%

* durée de coagulation *longue (10-20 minutes)

2.3  Extraction de la présure
Cette substance « la présure » est obtenue par macération de caillettes des jeunes bovidés,
des veaux, des agneaux ou des chevaux, dans une saumure de I’eau salée NaCl a la température
de 35°c. Le jus et la présure sont ensuite purifiés ; dont le pouvoir coagulant est tres fort, par
diverses méthodes physico-chimiques et chromatographiques. Des additifs nécessaires a la

conservation et a la coloration sont ajoutés ; pour assurer la conservation, on ajoute 4% d’acide

borique. [12]

2.4 L'action de la présure dans le lait

La coagulation par I'action des enzymes protéolytiques se déroule en deux étapes :

La premiére est purement enzymatique. Elle correspond a une protéolyse trés limitée et trés
specifique de la caséine par la présure. En effet, la chymosine, principale composante de la

présure, exerce une action spécifique sur la caséine en hydrolysant sa liaison trés labile

(Phel05-Met 106). Elle n’exige pas la présence de Calcium ionisé Ca2+. [49]

la structure secondaire de la caséine « est illusté par (la figure 3)

v
v
w
w
=

18

0 Zone
> hydrophobe

/

109 3\

126
119 Site d'attaque Zone
G G de la chymosine hydrophile
145 G (soluble)
137 ©
160 G parties glucidiques.
159

J

Figure 3: Schéma de la structure secondaire de la caséine k [2].



Chapitre | Généralités sur le lait et la présure

Ainsi, en deuxiéme étape, dont le Ca2+ est exigé, la molécule de la caséine k se scinde en
deux segments inégaux : le para-caséine K 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

; ¢’est la phase de coagulation. [2] Les phases de la coagulation enzymatique du lait sont observées

dans (la figure 4).

Réaction primaire

"p
(\“j + Chymosine (

Cas é ine micellaire
>

Caséino glycopeptide

Phoschate collodal

Phase secondaire

« == (20-—H-) } (-0-Ca~0-)

(Formation du r é seauw)

Figure 4: Les phases de la coagulation enzymatique du lait [2].

2.5 L’utilisation de la présure dans ’industrie
L'industrie fromagere emploie une quantité importante de protéases. Les Protéases
employées sont surtout des protéases acides. La présure de veau a longtemps été lI'enzyme
utilisée a cette fin. Cependant, elle est de moins en moins utilisée car elle provient du systéme

digestif de trés jeunes veaux. Comme il n'est pas économiquement viable de tuer les veaux aussi

jeunes, elle tend a étre remplacée par des protéases microbiennes. [7]

2.6 Laconservation de la présure
La présure est conservée a des températures ambiantes, les extraits liquides perdent

lentement leur activité, ils doivent étre réparties dans des flacons bouchés et placés soit au

10
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Réfrigérateur entre 3 et 5° C, soit au congélateur entre - 28° C et - 30° C. [12,13]. Il existe
également des présures seches (Poudre ou Comprimé), mieux adaptées a la conservation, mais

moins pratiques a I’emploi ; elles sont obtenues par relargage au sel D’extraits liquides [12].

3 Succédanés (alternatives) de présure

La penurie mondiale et La forte demande de la présure animale par les industries fromageéres
et le prix relativement élevé de ce coagulant ont conduit a I'approvisionnement de plus en plus
difficile de la présure traditionnelle. A cet égard, des recherches ont été entreprises, afin

d'exploiter d'autres sources potentielles de coagulases capables de remplacer la présure désignée

sous le terme de succédanés de présure [2].
Actuellement, les différents succédanés de la présure peuvent étre divises en divers groupes :

e Les produits d'origine animale.
e Les produits d'origine végétale

e Les produits d'origine microbienne provenant de bactéries ou de champignons.

3.1 Présure d'origine animale
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 a cause de leur activité protéolytique
excessive [14]. La recherche a été orientée vers la possibilité d'explorer les abats de bovins
adultes et ceux de poissons. [2]. Des travaux qui ont porté sur I'emploi de trypsine, enzyme
extraite du pancréas du bétail, et qui se sont révélés sans intérét [14]. Bien que certains

succédanés puissent étre comme des substituts de présure de veau, leur disponibilité dépond

toujours du marché de la viande.

3.2  La présure d’origine végétale
Le tableau 5 contient 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. [2]

11
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Tableau 5: Les sources d’origine végétales de la présure [10].

Le nom scientifique

Le nom commercial

Albizia julibrissin

Calotropis procera

Pomme de Sodome

Carica papaya Papaye
Cucurbita pepo Citrouille
Cynara cardunculus Cardon
Ficus carica, F. Figuier
glomarata,
F. religiosa Chardon bénit

Silybum marianum

Streblus asper

Pissenlit

Taraxacum officinale

Baie de Withania

Plus récemment, des recherches, portant sur I'emploi de protéinase extraite du latex du

figuier et sur la coagulation du lait et la décomposition de la caséine par ces produits. De

nouvelles plantes ont fait 1’objet de plusieurs études, I'utilisation d'une enzyme extraite de

Cucurbita pepo. [14]

12
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Figure 5: Cucurbita pepo [40].
Le coagulant des fleurs de cardon (Cynara cardunculus) augmente son activité baisse du pH

et est plus protéolytique que la présure (15 %). [15]

Ainsi, une utilisation efficace de ces préparations enzymatiques oblige a les purifier au

préalable, ce qui augmente leur prix de revient.

Figure 6: Cynara cardunculus [41]

3.3 Preésure d'origine microbienne
Le développement de la biotechnologie, a insisté sur la place importante des
microorganismes utiles pour la production des protéases susceptibles de la présure

traditionnelle. Ces microorganismes peuvent étre des bactéries ou des champignons, qui offrent

S
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des avantages et plusieurs bienfaits qui I'importent sur les inconveénients liés aux industries. On

peut citer : [2]

e La croissance rapide sur substrat bon marché

e 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.

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

e La conservation des propriétés secrétrices des souches dans le temps.

3.3.1 Présure provenant de bactérie :
Un certain nombre de bactéries produisent des enzymes de coagulation du lait. La

production de ces enzymes est généralement attrayante en raison du titre élevé de la
préparation active et des temps de génération plus courts. [10]

Quelque souche bactérienne productrice sont cité dans le tableau 6

Tableau 6: Les bactéries productrices de la présure [10]

Akaligenes sp.

Bacillus brevis

B. cereus

B. coagulans

B. polymyxa
B. subtilis

Escherichia sp.

Pseudomonas fluorescens

Rhodotorula rubra

Staphylococcus spp.

Le genre Bacillus est le plus étudié pour la production d'enzymes coagulantes, en particulier
Bacillus subtilis, Bacillus cereus et Bacillus polymexa. La présure de B. subtilis comme source

potentielle de présure bactérienne ; l'activité protéolytique importante de cette enzyme de

coagulation du lait a empéché une production commerciale significative. [2,10]

14



Chapitre | Généralités sur le lait et la présure

Figure 7: Bacillus subtilis [42]

Cependant, la production commerciale de présures a base de bactéries n'a pas dépasse le
stade expérimental, en raison de 1’action protéolytique invariablement forte et non spécifique
des enzymes, entrainant une perte de graisse et d’azote dans le lactosérum, rendement réduit et

mauvaise qualité, par comparaison a la presure dans les mémes conditions de la coagulation du

lait. [2]

3.3.2  Présure provenant de champignon
De nombreux champignons présentent un intérét industriel citez dans le tableau 7, leur
utilisation dans des procédés de fabrication offre une valeur majeure qui a encouragé
I’exploration plus approfondie pour des enzymes similaires a présure. Parmi les espéces

fongiques a pouvoir coagulant.

Tableau 7: les champignons producteurs de la présure [16,17,18,19].

Champignons Références

Aspergillus flavus

Aspergillus giganteus

Aspergillus hennenbergii [16]

Aspergillus nidulans
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Aspergillus niger

Aspergillus versicolor

Byssochlamys fulva

Candida lipolylica

Epicoccum purpurascrns

Rhizopus oryzae

Rhizopus rhizopodijormis

Endolhia parasilica [17]
Mucor michei [18]
Mucor pusillus [19]

Seules trois moisissures sont exploitées par les grandes usines de fermentation en vue de la

production de coagulase.

Endothia parasitica

Figure 8: Endothia parasitica [43]
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Mucor miehei Mucor pusillus

Figure 9: Mucor miehei [44]

Figure 10:Mucor pusillus [44]

On trouve dans Le tableau 8 le nom commercial des extraits coagulants des trois dernieres souches

fongiques

Tableau 8: les souches fongiques utilisées dans la production de la présure [16]

Le nom scientifique Le nom commercial Fournisseur
Endolhia parasilica Suparen Pfizer International
Endolhia parasilica Sure-Curd Pfizer, Inc.
Mucor miehei Fromase Wallerstein Company
Mucor michei Hannilase Laboratoire de Chr.
Hansen, Inc.
Mucor miehei Marzyme Miles Laboratories, Inc.
Mucor miehei Rennilase Novo Industrie A/S
Mucor pusillus var. Lindl Emporase Dairyland Food
Laboratories, Inc.
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Mucor pusillus var. Lindt Meito MR Meito Sangyo

Mucor pusillus var. Lindt Présure nourriciéere Vitex

18
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Chapitre 11 : Les extraits coagulants dérivés des succédanés fongiques

De nombreux champignons produisent des protéases. Celles-ci sont d'intérét industriel dans
les domaines ou I'nydrolyse des protéines est souhaitée. A cet égard, leur exploitation dans les
usines de de fermentation en vue de fabrication fromagére est d'un intérét majeur. Un certain

nombre de présures disponibles dans le commerce, principalement dérivées des thermophiles

M. pusillus et M. miehei, et du mésophile E. parasitica. [10]

Trois présures microbiennes, la présure dérivée de Mucor pusillus, M. miehei et Endothia
parasitica, ont été évaluées comme substituts de la présure de veau et sont bien adaptés dans la

fabrication fromagere. [20]

En général, la présure produite par les champignons est une protéase acide-aspartate a une seule

chaine polypeptidique.

1  L’extrait coagulant dérivé d’Endothia parasitica
1.1 La souche d’Endothia parasitica

1.1.1 Déefinition
Le champignon pathogéne Endothia parasitica (Cryphonectria parasitica) est un
champignon invasif de la famille de Cryphonetriaceae, [21] un membre des Ascomycota
(champignons a sac). Ce champignon nécrotrophe est originaire d'Asie de I'Est et du Sud-Est et

a été introduit en Europe et en Amérique du Nord au début des années 1900. [22]

Le champignon s'est rapidement propagé et a causé une perte importante d'arbres dans ces

deux régions. C’est un champignon responsable de la maladie du mildiou. [21]

D’autre part, Endothia parasitica a été utilisée par les industries laitiéres. L’enzyme extraite
de cette espéce est une protéase acide aspartate. [10] La présure élaborée par ce
microorganisme s’est révélée inadéquate pour la production du fromage et a été proposée pour

remplacer la présure animale pour certaines raisons. [23]
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1.1.2 Classification

Classification

Régne Fungi

Division Ascomycota
Sous-division Pezizomycotina
Ordre

~rdre Diaporthales
Cryphonectriaceae

Genre Cryphonectria

Espece
Cryphonectria parasitica

Figure 11: Endothia parasitica [24]

1.1.3 Caractéristique de la souche

i Microscopique i i Macroscopique i

Conidies (forme
asexuee)

Ponctuations
orange visibles
et sur geloses

Ascospores
{forme sexuee)

Pigmentation

peritecides
globuleux ou
spheriques

Pycnides

peritheces

Figure 12: Caractéristiques microscopiques et macroscopiques de la souche Endothia parasitica
[45,46]
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1.2 Obtention de ’extrait coagulant
L'isolement de cette enzyme est le résultat d'une étude a grande échelle de centaines
de micro-organismes producteurs d'enzymes. Le microorganisme producteur est le parasite
du chataignier ; il appartient a la classe des Ascomycétes, le nom scientifique est Endothia

parasitica (ATCC 14729) ; c’est une souche mésophile [25], et le nom commercial de la

préparation coagulante extraite de cette souche est Suparen. [10,20]

Figure 13: Endothia parasitica sous microscope [45]

La culture de l'organisme est maintenue sur de la gélose dextrose de pomme de terre ;
I’organisme se développe dans un milieu de croissance contenant une source d'hydrates de
carbone, d'azote et de sels inorganiques. La fermentation utilisée est de type submergé.
La présure produite par Endothia parasitica est une protéase acide-aspartate. L’enzyme
est extraite de bouillon de fermentation et purifiée en plusieurs étapes, puis récupérée

et cristallisée

Tableau 9: obtention de I’extrait coagulant dérivé d'Endothia parasitica [10,17]

Nature de fermentation Cultivée en culture submergee ;
Préparation du milieu de croissance La gélose dextrose de pomme de terre ;
Préparation du milieu de culture / Farine de soja, de cérélose glucose,
production

NaNOs, lait ecrémé, KH2PO4, MgS04 ;

PH du milieu Voisin a 6,8 ;
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Incubation A 28°c pendant 48H ;

1.3 Purification de ’extrait coagulant
La protéase du champignon Endothia parasitica a été purifiée par deux méthodes, 1’une
conduisant a une enzyme cristalline.
1.3.1- La premiere méthode
La premiere méthode impliquait un fractionnement au sulfate d'ammonium, une filtration
sur gel sur Sephadex G-100, et deux chromatographies sur DEAE-cellulose. Toutes les étapes
ultérieures sont réalisées entre 0° et 2°. La centrifugation est effectuée a 10 400 g dans une

centrifugeuse réfrigérée Sevall (vitrine) pendant 20 minutes. [17]. La dialyse contre 0,05M

du tampon acétate, avec un PH=4,60. [26]
1.3.2- La deuxiéme méthode

La seconde méthode comportait un fractionnement au sulfate d'ammonium d'acétone, un
traitement au charbon de bois, filtration sur gel sur Sephadex G-100, et la cristallisation a
partir d'eau-isopropanol. Les étapes ultérieures ont été réalisées entre 0°t 2°c. La
centrifugation a été effectuée a 11000g pendant 30min. La dialyse contre 0,01M du tampon
acétate, avec un PH=4,50.

Le matériel cristallisé avait seulement la moitié de I'activité spécifique du matériel purifié

par la premiére méthode. [26]
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1.4 Récupération de I’extrait coagulant

» La récupération globale de I’activité de coagulation de la 1ére méthode était plus
grande que celle obtenue par la 2éme méthode ; 11,6>8,30. [17]

> Larécupération a basse température en lI'absence d'oxygene ; en poudre. [10]

2 L’extrait coagulant dérivé de Mucor miehei
2.1 Lasouche de Mucor miehei
2.1.1 Définition
Mucor miehei est une espece de champignons (moisissure) banale du sol ; appartient
de la famille Mucoraceae. Cette espéce est plutdt thermophile. Il est cultivé dans des
conditions permettant d'obtenir beaucoup de mycélium et peu de spores. L'enzyme est extrait
du liquide, Qu’on I’appelle présure apres élimination du mycélium, par des précipitations et

filtrations diverses. Pour la coagulation du lait et la fabrication du fromage. [27]

2.1.2 Classification

Classification

Regne Fungi
Division Zygomycota
Sous-division Mucoromycotina
Ordre Mucorales
Famille Mucoraceae L
Genre Mucor
Espece
Mucor miehei

Figure 15: observation macroscopique de Mucor miehei [47]
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2.1.3  Caracteéristiques de la souche

| Microscopique \ Macroscopiques i

Columelle :
membrane Coulemr :
séparant le : 2
P ) Blanc neigeux a
sporocystophore bt

Sporocystes :

Spheériques
bruns

Verso :

Incolore

Spores :
ovoides

cylindriques

lisses ou

Aspect :
surface
cotonnewuse

Sporocystoph
ores:

Non ramifiés

Figure 16: caractéristiques macroscopiques et microscopiques du Mucor sp [44]

2.2 Obtention de I’extrait coagulant
Le microorganisme producteur est un champignon mucoral ; il appartient a la classe des
zygomycétes, le nom scientifique est Mucor miehei (CBS 370.65, NRRL 3420) ; c’est une
souche thermophile, et le nom commercial de la préparation coagulante extraite de cette
souche est Rennilase, [20] La culture de I'organisme est maintenue sur milieu Sabouraud agar

a 15° C. Les fermentations utilisées sont de type submergé et solide.
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Figure 17: Mucor miehei (CBS 370-65) : mycélium blanc, puis gris, zygospores globulaires de 30 a
45ft, de ton jaune, rouge ou brun (grossissement 500). [27]

La présure produite par Mucor miehei est une protéase acide-aspartate. L’enzyme est extraite

de bouillon de fermentation et purifiée en plusieurs étapes, puis récupérée et cristallisée.

Dont le but obtenir I’extrait coagulant dérivé du Mucor meihei

Tableau 10: obtention de I’extrait coagulant dérivé du Mucor meihei [10,28].

Nature de
fermentation

Cultivée en culture submergée (FLS)

Cultivée en culture solide (FMS)

Préparation du
milieu de
croissance

Glucose ; peptone ; caséine ;
KH2PO4 ; liqueur de mais

et Proflo.

Son de blé ; caséine ; ajout de I'eau ou de
HCI ; son de blé. L'humidité initiale du son
de blé.

Préparation du

Sabouraud Agar a 15°C

Sabouraud Agar a 15°C

milieu de
culture
PH du milieu 6,0 6,0
Incubation/ L agitateur a 35 °C et 150 rpm A 35°c pendant 72H ;
agitation
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2.3 Purification de I’extrait coagulant

La solution a été dialysée pendant 24 heures contre un grand volume d'eau distillée et
Lyophilisée. [27]

La séparation de la protéase de coagulation a partir de Mucor miehei, contient cing étapes

de purification, chaque étape contient plusieurs fractions, en donnant a la fin une préparation

cristalline.

Extrait enzymatique brute

5. Cristallisation

Figure 18: Schéma de purification de Mucor miehei [29]

2.4 Récupération de I’extrait coagulant
La récupeération globale de I'activité de coagulation y compris I'étape cristalline, était de
37,2 %. [29]
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3 L’extrait coagulant dérivé de Mucor pusillus
3.1 Lasouche de Mucor pusillus

3.1.1 Définition
En culture, Mucor pusillus est une espece thermophile qui peut croitre a des températures
comprises entre 54 °C et 58 °C. Une espéce différente, Mucor variables a une température de

croissance maximale de 38°C. [30] et est un champignon mucoral, il appartient a la classe des

zygomycetes, La culture de I'organisme est maintenue sur milieu Sabouraud agar a 35° C.

La fermentation utilisée est de type solide ou submerges.

3.1.2 Classification

Classification

Regne Fungi

Division Zygomycota

Sous-division Mucoromycotina

Ordre Mucorales

Famille Mucoraceae

Genre Rhizomucor
Espéce

Rhizomucor pusillus

Figure 19: observation microscopique du Mucor pusillus [48]

3.1.3  Caractéristiques de la souche
Le genre Mucor sp a les mémes caractéristiques soit Mucor miehei soit Mucor pusillus,

illustrés par (la figure 16).

3.2 Obtention de ’extrait coagulant
Le microorganisme producteur est un champignon mucoral ; il appartient a la classe des
zygomyceétes, le nom scientifique est Mucor pusillus ; c'est une souche thermophile, et le nom
commercial de la préparation coagulante extraite de cette souche est Présure nourriciére
(alichandis), La culture de l'organisme est maintenue sur milieu Sabouraud agar a 35° C.

La fermentation utilisée est de type solide.
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La présure produite par Mucor pusillus est une protéase acide-aspartate. L'enzyme est

extraite de bouillon de fermentation et purifiée en plusieurs étapes, puis récupérée et cristallisée.

Tableau 11: obtention de I’extrait coagulant dérivé du mucor pusillus [2]

Nature de fermentation Cultivée en culture solide

Préparation du milieu de croissance La gélose dextrose de pomme de terre ou la

geélose d'extrait de malt

Préparation du milieu de culture / Son de blé

production

PH du milieu 5,0

Incubation A 35°c pendant 5 jours ;

3.3 Purification de I’extrait coagulant
La protéase du champignon Mucor pusillus a été purifiée par deux méthodes. Les principales
étapes des 2 méthodes sont : Précipitation au sulfate d’ammonium, dessalage de 1’extrait

enzymatique et la concentration en saccharose. La dialyse contre le tampon phosphate

(0,02M ; PH=6) a+4°c pendant 16h. [31]

3.3.1 Lapremiére méthode

La 1ére méthode, qui préconise une échangeuse d’ions suivie d’une gel filtration. [19]

3.3.2 La deuxiéme méthode

La 2éme méthode, inverse les étapes de purification. [32]
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Figure 20: Schéma de purification de I’extrait coagulant de Mucor pusillus [19,33]

3.4- Récupération de I’extrait coagulant
La récupération globale de I’activité de coagulation de la 1ére méthode était plus grande

que celle obtenue par la 2éme méthode ; 18,82>10,03.
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4 L’élimination des enzymes contaminants associées aux présures
fongiques
La présence d'enzymes contaminants telles que la cellulase, la lipase, I'estérase, la protéase
non spécifique et autres, ainsi que de coagulants microbiens, pose de sérieux probléemes pendant
la fabrication du fromage. Ces contaminants augmentent les chances de variation de la qualité

des lots individuels de présure microbienne. En outre, ils interférent également avec la

transformation du fromage et empéchent le bon développement de la texture. [10]

Le tableau 12 résume les différentes méthodes utilisées pour I'élimination des contaminants

accompagnant les présures microbiennes commerciales.

Tableau 12: Méthodes d'élimination des enzymes indésirables des présures fongiques [10]

L’enzyme Microorganisme Traitement
contaminant /impureté

Estérase Mucor michei pH 2,0-3,5 a 20°-55°C
jusqu'a ce que I'estérase
décompose.

Lipase Mucor michei Précipitation a pH 4,5-4,7

et élimination par
centrifugation.

Lipase Mucor michei Précipitation réversible
avec polyionique

Mucor pusillus Polymeres.

Protéase non spécifique | Mucor michei Traitement au silicate.
Endolhia parasilica

Protéase non spécifique  Endolhia parasilica Filtration sur gel et

chromatographie sur

CM-cellulose.

31



Chapitre 11 Les extraits coagulants dérivés des succédanés fongiques

5 Les critéres des succédanés
Tout succédané de présure doit respecter, les modalités habituelles du déroulement du

processus de la fabrication fromagére et doit répondre aux critéres suivants :[50]

> Le pouvoir protéolytique du coagulum ne doit pas étre trop élevée ;

» Les propriétés rhéologiques de 1’agglomérat doivent évoluer aprés floculation de
maniére a assurer le travail mécanique du gel dans les délais usuels.

> La synerése du coagulum pendant I'égouttage et la maturation devrait donner les
caractéristiques habituelles du fromage dans sensiblement la méme période de temps
que la présure.

> Le rendement fromager doit étre trés proche ou supérieur a celui de la présure.

D’autre part, I'utilisation des enzymes doit respecter une réglementation stricte pour éviter

tout risque de toxicité. [51]

» Le milieu utilisé pour les enzymes microbiennes ne doit laisser aucun résidu nocif ou
toxique ;

» Les micro-organismes utilisés doivent étre non pathogenes et ne pas produire de toxines ou
de substances cancérigenes ;

» Les préparations enzymatiques vendues ne doivent pas contenir de contaminants
microbiens ;

> Les stabilisants et les diluants doivent étre en bon état ;

» Le dosage des préparations enzymatiques doit étre respecté pour éviter les conséquences
dangereuses d'un surdosage ;

Par ailleurs, un contrdle de pureté doit étre effectué de fagon systématique au cours de la

production pour les préparations enzymatiques microbiennes.
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Chapitre 111 : discussion des Propriétés et utilisations des coagulase

Les propriétés de ces coagulases ont été déterminées en mesurant les facteurs influengant sur
I'activité coagulante ; I'influence de température, du pH et du Calcium soluble ajouté et le
pouvoir protéolytique ; en mesurant I'azote soluble non protéique libéré. Ainsi, d'autres
propriétés ont été aussi analyses ; stabilité thermique, I'inhibition et I'activation des enzymes,

poids moléculaire et déterminer nombre des acides amineés résidus dans les extraits coagulants.

1 L’activité coagulante
La mesure est basée sur I’influence des facteurs affectant la coagulation :

Température, pH et teneur en Calcium CaCl2. [33]

1.1 Influence de température

e Extrait 1- L’extrait coagulant dérivé d’Endothia parasitica
L activité maximal de cette enzyme a été a 40 °c ’enzyme est moins sensible aux variations de
température que la présure animale ; I’activité coagulante maintient mieux que la présure
animale lorsque la température diminue.[25]

L’effet de température sur le temps de coagulation est illustré par (la figure 21).
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Figure 21: Influence des variations de température (de 20 a 40° C) sur l'activité coagulante de
I'enzyme « Pfizer » et de la présure animale [25]
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Presque les mémes résultats obtenus en 1973, indiquent une ressemblance remarquable dans

le comportement d’extrait coagulant dérivé d’E.parasitica et la présure animale ; un maximum

d’activité coagulante a 45°c, illustré par (la figure 22). [33]
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Figure 22: Influence de la température sur le temps de coagulation par quatre enzymes : présure
animale (P.A.), Mucor pusillus (M.P.), Mucor miehei (M.M.), Endothia parasitica (E.P.) [33]

L’enzyme est détruit a haute température 60°c pendant 5 min [23]

e Extrait 2- L’extrait coagulant dérivé de Mucor miehei
Cette enzyme est plus sensible aux variations de la température, I’activité coagulante

maximale a été a 40°c. [27]
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Figure 23: Influence de la température sur le temps de coagulation [27]

Des résultats obtenus en 1973, I’extrait coagulant dérivé de M.miehei a montré une

activité coagulante maximale a 65°c. [33]

Par contre, des résultats plus récents a montré que 1’activité coagulante maximale de cet

extrait a été a 42°c, et dans I’intervalle de température supérieure et inférieure, y’a une baisse

considérable de I’activité exprimée par (la figure 24). [18]
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Figure 24: Effet de I’humidité du substrat sur I’enzyme de coagulation du lait Production [19]

e Extrait 3- L’extrait coagulant dérivé de Mucor pusillus
Un optimal d’activité coagulante a été obtenus a 55°c. [19]
La figure 25, a montré un maximum d’activité coagulante a 65°c, proche de la

température d’inhibition thermique.

Des études plus récente sur la coagulase de M.pusillus, ont rapporté un optimum

thermique de 55°c . [10]

1.2 Influence du PH :
e Extrait 1- L’extrait coagulant dérivé d’Endothia parasitica

Lorsque le PH augmente, I’augmentation du temps de coagulation a été
significativement réduite avec I’enzyme d’E.parasitica est meilleur que la présure animale.
Au-dela de pH 6.5, I’enzyme se coagule plus facilement que la présure animale [25].
D’une autre part, la coagulase d’E.parasitica montre une sensibilité a la variation de pH
entre pH 5,3 et pH 6, illustre par la figure 25, qui montre une activité coagulante maximale

aun pH moins que 5,3 et une augmentation du temps de coagulation au-dela de cette valeur.

[33]
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Figure 25: Influence du pH sur le temps de coagulation par Quatre enzymes : présure animale (P.A.),
Mucor pusillus (M.P.), Mucor miehei (M.M.), Endothia parasitica (E.P.) [33]

o Extrait 2- L’extrait coagulant dérivé de Mucor miehei
Le tableau 13, ’enzyme fongique de M.miehei a indiqué une activité maximale entre
pH 5,5 a pH 6,5, I’activité coagulante devient trés lente a des pH supérieurs a pH 7,0 ;

I’inactivité progressive d’enzyme. [27]

Tableau 13: Temps de coagulation du lait en fonction du pH (min) [27]

PH 55 583 60 622 632 644 653 662 6,70 6,85

Présure 082 1,13 138 195 256 3,71 S50 888 1151 2945
animale

Enzyme 085 1,22 147 210 | 2,71 381 586 892 11,89 31,75
Mm
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Des résultats plus récents obtenus en 1973 rapportent une diminution de 1’activité au-dela
de pH 5,3. [33]

Un pH optimal de 5,2 a été rapporté par une étude faite en 2005 qui confirme le 1*' résultat.
[28]
Des résultats plus récentes, expérimentés et obtenues en 2008, ont indiqués que ’activité

coagulante atteint son maximum entre pH 4 et pH 4,5. [34]

e EXxtrait 3- L’extrait coagulant dérivé de Mucor pusillus
La coagulase de M.pusillus a rapport¢é un maximum d’activité coagulante a pH

optimum voisin a 3,8 [191, illustré par (la figure 26)
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Figure 26: Stabilité de la protéase acide au pH [19]

En revanche, I’activité coagulante de I’extrait reste stable jusqu’a pH 6. [33]

Des résultats plus récents [52], et confirment les résultats obtenus par [191, ont rapporté

un pH optimum de 3.8, d'un autre c6té 1’optimum d’hydrolyse de la caséine par la chymosine
et la pepsine est compris entre pH 5,4 et pH 5,7 et entre pH 2 et pH 3.
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1.3 Influence de Calcium soluble :

e Extrait 1- L’extrait coagulant dérivé d’Endothia parasitica

Une étude faite en 1968, I’extrait enzymatique est moins sensible aux variations de la

teneur en Calcium que la présure animale ; I’activité coagulante atteint son maximum au
faible teneur en calcium. [25]

L’activité de coagulation de I’extrait fongique et animale s’est avérée Etre

essentiellement identiques en contenant diverses concentrations de CaCl2, Les deux

extraits ont manifesté une réponse paralléle d’activité de coagulation. [23]
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Figure 27:Réponses fongiques et animales diverses concentrations de CaCl2 dans le lait [33].

Des résultats plus récents obtenus en 1973, ont montrés que les deux enzymes sont
sensibles aux ions de calcium a faible concentrations, cette sensibilité est Iégerement plus
grande quand les teneurs de calcium ajoutés augmentent, qui signifie que I’activité de

coagulation augmente a son maximum et le temps de cette activité diminue lorsque les
teneurs de calcium augmentent. [33]

L’effet du calcium soluble sur le temps de coagulation est illustré par la figure 28.
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Figure 28:Influence du calcium sur le temps de coagulation par Quatre enzymes : présure animale
(P.A.), Mucor pusillus (M.P.), Mucor miehei (M.M.), Endothia parasitica (E.P.) [33]

e Extrait 2- L’extrait coagulant dérivé de Mucor miehei

L’extrait coagulant dérivé de M.miehei est peu sensible aux ions de Calcium que la
présure animale, quand les quantités de Ca®* sont aux minimum ; presque 0,008M de
Calcium le temps de coagulation n’a été pas dans son minimum [38]. Les mémes résultats
ont été obtenus et confirmés en 2008, et aussi, quand les doses de Calcium ajoutés sont
plus de 0,010 jusqu’a 0,025 presque, I’enzyme fongique a montré une sensibilité
Ieégérement plus grande que la présure animale ; ce qui donne une activité de coagulation
maximale. [34]

Les méme résultats et opinions sont obtenus en 1972, ces expériences ont montrés que
Iactivité coagulante atteint son maximum dans des concentrations élevées de Ca®" Au-
dessous ou au-dela de cette concentration, I’enzyme devient moins sensible et le temps de

coagulation augmente ; activité coagulante lente. Ce qui confirme les résultats de la

concordance comparable entre 1’extrait dérivé de M. miehei et la présure animale. [27]
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e Extrait 3- L’extrait coagulant dérivé de Mucor pusillus
L’optimum d’activité coagulante de 1’extrait obtenue pour une concentration de 0,02M

de CaCl; qui est la méme pour la présure animale. [2]

—=— C oagulase fongique —=— Pré aure

120 7

100 -

Actaaté coagulade rdatne (0)

0 0,01 0,02 0.03 0.04 0.0
[CaCL] M

Figure 29: Effet de la concentration en CaCl2 du lait sur I'activité coagulante [2]

Au-dela de cette concentration (0,02M de CaCl.), la coagulase de M.pusillus a montré
une sensibilité 1égérement grande aux ions de Calcium. [33].

L’activité baisse par un effet inhibiteur de I’ion de Calcium. [2]

2 L’activité protéolytique :
L’action protéolytique sur la caséine est caractérisée par la mesure de 1’accroissement
d’azote non protéique (NPN), a partir du substrat emprésuré(lait). Les concentrations en présure

sont telles que 1 ml de solution enzymatique coagule a 35° C 100 ml de substrat aprés 8 mn.
e Extrait 1- L’extrait coagulant dérivé d’Endothia parasitica

Les résultats obtenus ont montré que I’enzyme coagulant a une faible activité

protéolytique que celle obtenue de la présure animale. [23]
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e Extrait 2- L’extrait coagulant dérivé de Mucor miehei

L'activité protéolytique sur la caséine est plus progressive que celle de la présure, la
proportion d'azote non protéique libéré par I'enzyme de M. miehei est faible. Le maximum

d'activite protéolytique sur la caseine se situe entre pH 3,5 et 5,5. L'enzyme résiste bien a
la congélation et a la dessiccation. [29]
e Extrait 3- L’extrait coagulant dérivé de Mucor pusillus

L’évolution d’azote non protéique rapporté au cours de I’hydrolyse enzymatique de la

caséine a été rapportée par la figure 30. [2]
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Figure 30: Activité protéolytique des échantillons étudiés [2]

La protéolyse de I’extrait enzymatique purifié évolue rapidement pour atteindre un

maximum au bout d’une heure d’incubation, au-dela de cette durée, elle diminue. [2]

3 Autres propriétes :

D’autres propriétés ont été prises en considération pour les extraits coagulants, les suivants :
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3.1 Stabilité de I’activité des extraits coagulant :
e Extrait 1- L’extrait coagulant dérivé d’Endothia parasitica

Des résultats obtenus en 1968, ont montré que I’enzyme est stable a pH 4,5. [23]

*/a OF INITIAL RENNIN ACTIVITY
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Figure 31:Stabilité du pH en rénine [23]
Ce qui concerne sa thermo stabilité, cette enzyme est détruite a 60°c pendant 5 min, elle
perd 40% de son potentiel a 20°c pendant 10 jours. [23]
La stabilité de I’enzyme parait étre excellente ; il a gardé la méme activité coagulante
pendant 10 mois a une conservation froide de 4°c a 7°c. [25]

Autres études en 1970, I’enzyme est stable entre pH 3,8 a 4,5. A 50°c, il perd juste 30%
de son activité pendant 30 min. Au-dela de pH 6,5, I’activité de I’enzyme se perd rapidement

et se perd directement a pH 8. [17]

e Extrait 2- L’extrait coagulant dérivé de Mucor miehei

La protéase est remarquablement stable a 40°c. Cette enzyme a une bonne stabilité,
I’enzyme perd 4% de son activité en 6 mois a 4°c sur une large gamme de pH. [29]

Des résultats obtenus en 1972, montrent que cette enzyme est stable entre pH 3 et pH 6.

A des valeurs supérieures a pH 8,5 la protéase devient instable. [34]

L’enzyme résiste bien a la congélation et la dessiccation. [27]
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e Extrait 3- L’extrait coagulant dérivé de Mucor pusillus

L’activité protéolytique résiduelle a été déterminée a 30°c. La figure 32 montre une stabilité

thermique dans I’intervalle de 30°c a 50°c. [19]

= 100 |
o
2
S 8o |
L
=3
5= &0 |
- 40 |
=
=
— 20
L]
=X
30 S0 50 &0
TEMPERATURE , C

Figure 32: Stabilité a la chaleur de la protéase acide purifiée [19]
La protéase fongique présente une baisse ; d’abord progressive de son activité

coagulante a 55°c, puis rapide a 60°c [2]
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Figure 33:Stabilité thermique de I'extrait purifié du mucor pusillus et de la présure [2]
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La protéase a perdu environ 90%de son activité aprés une exposition a 65°c pendant 15
min. [19]
L’extrait purifié ne montre aucune baisse d'activité, a -18°C, au bout de 56 jours ; a 70

jours, I’enzyme perd 23,38 % de son activité initiale. [2]
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Figure 34: Stabilité de I'extrait purifié au cours de la conservation [2]

L extrait enzymatique dérivée de M.pusillus, a exposé une stabilité dans un intervalle de

pH entre 3,0 et 6,0. [19]

L’extrait coagulant a indiqué une sensibilité nulle entre pH 5,3 et pH 6. [33]

3.2 Inhibition et activation de I’activité des extraits coagulant :
e Extrait 1- L’extrait coagulant dérivé d’Endothia parasitica
L’enzyme n’est pas inhibée ni par le sodium tetrathionate, ni par HgClz, ni N-
éthylmalimide, ni iodocetonide , ni P-choromercuribenzoate , ni cysteine. [17]
e Extrait 2- L’extrait coagulant dérivé de Mucor miehei

L’activité coagulante et protéolytique ont été inactivées par : HgClz, mereaptoethanol,

Aluminium et le cuivre. [10]
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Les effets des inhibiteurs indiquent que cette enzyme n’est pas dépendante du métal.
[37]
e Extrait 3- L’extrait coagulant dérivé de Mucor pusillus
La protéase fongique est inactivée par les ions métalliques, et réactivée par Ethylene-

Diaminetetraacetate et 0-phananethroline. [19]

3.3 Poids moléculaire :
e Extrait 1- L’extrait coagulant dérivé d’Endothia parasitica

Le poids moléculaire de cette enzyme est entre 34000 DA et 37000 DA. [17]

Autres résultats, ont indiqués que le poids moléculaire de cette enzyme est 34000 DA.

[23]

e Extrait 2- L’extrait coagulant dérivé de Mucor miehei

Le poids moléculaire de I’extrait a été de 37000DA. [29]

D’autres résultats ont signalé par C. Alais et A. Lagrange, 1972, indiquent que le poids
moléculaire de cette enzyme est 38000DA. [27]

Des études plus récentes, obtenues par Grag ont montrés que le poids moléculaire est
entre 34000DA et 39000DA. [10]
e Extrait 3- L’extrait coagulant dérivé de Mucor pusillus

L’enzyme purifiée de M.pusillus est une protéase acide typique avec un résidu aspartate

sur son site actif, elle constitue d’une simple chaine de peptides et son poids moléculaire est
environ 30000 DA. [35]
Mais selon Garg, le poids est entre 29000 DA a 30600 DA. [10]
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3.4 Nombre de résidus d'acides aminés dans la chaine polypeptidique

Tableau 14: Nombre de résidus d'acides aminés dans la chaine polypeptidique [10]

Organismes

Ala

Asp

Endothia Mucor Miehei Mucor pusillus
parasitica
29 22 16-17

26

42

44

Glu

15

15

20

His

Leu

19

14

15

Met

Phe

13

14

19

Ser

44

25

22

Trp

2-3
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Tyr 19 13 13

Val 22 16 24

4  Utilisation industrielle des enzymes fongiques dans la préparation des
fromages :

L'acceptation par les consommateurs des fromages fabriqués avec des présures microbiennes
est un fait établi. 11 n'y a pas d'identité parfaite entre la technologie fromageére utilisant la présure
de veau et la technologie utilisant des coagulants microbiens, mais I'industrie a appris a utiliser

les présures microbiennes, d'abord en mélange avec la présure de veau, puis en remplacement

total, puis comme substituts totaux de la présure de veau. [161]

Les rendements obtenus avec les coagulants animaux et microbiens sont similaires. Les
présures microbiennes produites par deux fabricants censés utiliser la méme espéce de
microorganisme peuvent donner des résultats différents si les présures n'ont pas été fabriquées

avec des souches et des procédures de fermentation identiques. Les présures commerciales

peuvent également avoir des compositions enzymatiques différentes. [16]

A T’échelle industrielle, les trois souches fongiques Mucor pusillus, miehei et Endothia
parasitica sont exploitées par les grandes usines de fermentation en vue de fabrication

fromagere. En effet, en 1974, les coagulants fongiques ont assuré la fabrication de 60% de
fromage aux états unis [2]. La production extensive d'une grande variété de fromages (par
exemple, cheddar, suisse, Colby, variétés italiennes, etc.) fabriqués avec des préparations

partiellement purifiées de coagulase. [23]

La saveur, la texture et I'apparence en général se comparent favorablement aux témoins de

fromages fabriqués avec la présure animale. De nombreuses variétés de fromages ont été

préparées a partir de lait avec des présures microbiennes. [16]
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Tableau 15: Les fromages fabriqués avec les extraits coagulants fongiques [16]

Présure microbienne Le fromage fabriqué

Mucor miehei Bel Paese, Camembert

Cheddar
Crescenza
Domiati
Edam
Emmental
Gouda
Italiro
Kachkaval
Saint Paulin

Taleggio
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Trapiste

Saumure blanche




CONCLUSION




Conclusion

Conclusion
La souche mésophile ; telle qu’Endolhia parasilica, et les souches thermophiles ; telles que
Mucor michei et Mucor pusillus, ont défié avec succes les coagulants d'origine animale. Grace

a leur faible codt, le vide laissé par les pénuries de présure de veau. [16]

Une ressemblance remarquable dans le comportement de 1’extrait coagulant dérivé
d'E.parasitica et la présure animale ; les deux enzymes sont marqués sensibilité aux variations
de temperature, du pH et aux ions de Calcium [33]. L'enzyme de coagulation produite par
M.miehei a montré que la capacité de coagulation du lait est proche de celle de la présure
animale en termes de variations de pH ; en revanche, cette enzyme est plus sensible aux
variations de température et aux ions calcium[27]. L'activité coagulante de 1I’enzyme produite
par M.pusillus a montré qu’il a une capacité de coagulation a une température élevée et moins
sensible aux concentrations minimales et élevées en ions de calcium, avec une sensibilité nulle

en pH acide ; un maximum d’activité coagulante dans ce pH que la présure animale. [2]

Une activité protéolytique faible pour les trois substituts de la présure [23,2 ,29]. Ainsi, la
protéase d'E.parasitica comporte une activité protéolytique supérieure a celles issues de Mucor

spp. [85]

D’autres propriétés de ces protéases ont indiquées un comportement différent ; chaque un de
ces enzymes a une température de stabilité spécifique, un nombre d’acides aminés différent a
I’autre et un poids moléculaire presque similaire pour les deux enzymes dérivés d'E.parasitica
et M.miehei. La protéase d'E.parasitica est la seule qui n’a aucun inhibiteur qui peut inhiber

son activité coagulante ou protéolytique.

Le remplacement de la présure de veau par des présures fongiques est une solution de

remplacement pour la fabrication d'un type de fromage particulier. [16]

La protéase d'E.parasitica n'est pas trées utilisée, mais Elle a montré de bons résultats pour la
production de fromage emmental. Les protéases de Mucor se sont avérées excellentes pour la
préparation de la plupart des types de fromage apres 1’ajustement des techniques de production.
Puisqu'il semble important de réduire la concentration en enzymes durant le procédé,

particulierement quand les enzymes proviennent de M.pusillus ; il est souvent recommandé

d'augmenter le contenu en Ca2* dans le lait. [35]
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Le mélange d'enzymes microbiennes purifiées pourrait méme donner des préparations
supérieures a la présure de veau en ce qui concerne la rapidité de la maturation et le

développement de la saveur (I'aréme). Les présures fongiques sont un progrés dans la bonne

direction.
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Les extraits coagulants dérivés des succédanes d'origine fongique de la présure animale
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L’évolution de la technologie laitiere et la forte demande de la présure traditionnelle pour la fabrication
fromageére dans les marchés, ont engendrées une pénurie mondiale de cette enzyme. Des succédanés
d’origine animale, végétale et microbienne (provenant de bactéries ou champignons) ont été étudiés pour
remplacer cette derniére. Trois extraits coagulants dérivés des souches fongiques d’Endothia parasitica,
Mucor Miehei et Mucor pusillus ont fait I’intérét de cette recherche. Les souches fongiques productrices de
ces enzymes ont été définies, classifiées et caractérisées. Ainsi, des méthodes d’obtention, de purification et
de récupération de ces protéases, ont été analysées dont le but de connaitre de plus en plus ces propriétés en
les comparants avec celle de la présure animale. D’apres les résultats des recherches analysés dans ce travail,
les coagulases dérivés du genre Mucor ont été révélés d’étre les meilleurs pour les utiliser dans la fabrication

fromageére.
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