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Introduction

Introduction

Le lait occupe une place centrale dans I’alimentation humaine grace a ses
exceptionnelles propriétés nutritionnelles. Il constitue une source vitale durant la petite
enfance et conserve une importance majeure a tous les stades de la vie. Toutefois, sa nature
instable sur les plans biologique et physico-chimique le rend particulierement vulnérable a
I’altération, limitant ainsi sa conservation a 1’¢tat frais. Cette fragilit¢ a conduit au
développement des premicres techniques de transformation du lait, notamment la fabrication

du fromage, afin d’assurer sa conservation et d’élargir ses possibilités d’utilisation.

Aujourd’hui, d’apres la FAO (Organisation des Nations Unies pour 1’alimentation et
I’agriculture), environ 40 % du lait produit a 1’échelle mondiale est transformé en fromage.
Alors que cette transformation visait initialement a préserver les nutriments essentiels du lait,
le fromage est désormais reconnu comme un produit alimentaire a haute valeur ajoutée, doté

de qualités nutritionnelles et sensorielles indiscutables (Fredot, 2005).

La coagulation du lait constitue une étape déterminante dans le processus de
fabrication fromagere, conditionnant a la fois la structure du caillé et les propriétés finales du
produit. Ce phénomene repose sur des modifications physico-chimiques affectant les micelles
de caséines, et dépend étroitement de la nature de I’agent coagulant utilisé, ainsi que du type

de fromage vis¢ (Muehlhoff, Bennett ef al., 2013 ; Dahou et al., 2021).

Concernant les agents coagulants, Jusqu’aux années 1950, la présure d’origine animale
¢était largement prédominante dans 1’industrie fromagere. Cependant, la pénurie mondiale de
cette enzyme survenue au cours des décennies suivantes, couplée a une augmentation
constante de la demande fromagere, a entrainé des fluctuations de prix importantes et stimulé

la recherche de coagulants alternatifs, plus accessibles et durables.

C’est dans cette perspective qu’un intérét croissant s’est développé pour diverses
protéases issues de sources végétales, microbiennes ou animales. Les protéases d'origine
végétale qui sont trés anciennement utilisées dans la préparation de fromages traditionnels,

telles que celles provenant de I'artichaut, du chardon et de latex du figuier (Siar, 2014).

A coté des succédanés de présure, d’origine végétale et microbienne, existent ceux
d’origine animale. Les enzymes sécrétées par 1’estomac des mammiferes sont celles qui sont
intéressantes pour la fromagerie. Dans cet intervalle sont incluses les pepsines de différentes
espéces animales, principalement bovine, ovine, caprine, porcine, aviaire et maritime (Alais,

1984).
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Parmi les alternatives les plus prometteuses figurent la pepsine aviaire, extraite des
proventricules de volaille, la ficine, provenant du latex de figuier (Ficus carica) Elle appartient
a la famille des protéases a cystéine (Azarkan et al., 2011 ; Zare et al., 2013) est largement
utilisé¢ dans différentes régions d'Algérie, en particulier en Kabylie, comme agent coagulant
dans la préparation d'un fromage connu sous le nom Agugli. La cardosine, dérivée des fleurs

de chardon (Cynara cardunculus).

Malgré la disponibilité de ressources enzymatiques potentielles en Algérie, notamment
issues des abats de volaille ou de plantes autochtones, la filiére fromagére nationale reste
fortement dépendante des importations. En 2011, le marché algérien a commercialisé pres de
25 000 tonnes de fromages, nécessitant 1’usage d’environ 1,5 tonne de présure ou de ses

substituts, selon les données de 1’Office National des Statistiques (O.N.S) (Siar, 2014).

Cette dépendance, associée a un colt d’importation dépassant les 102 millions de
dollars, souléve des enjeux majeurs de souveraineté alimentaire. Dans ce contexte, la présente
étude vise a explorer et a valoriser des sources locales de coagulants enzymatiques, telles que
la pepsine de volaille, la cardosine et la ficine, dans le but de renforcer la compétitivité et la

durabilité de I’industrie fromageére algérienne (Siar, 2014).

L’objectif du présent travail est de faire une analyse comparative de 1'extraction et de
la caractérisation des enzymes pepsine de poulet, obtenues a partir des proventricules de
poulets, et ficine, extraite du latex du figuier, la cardosine extraite des fleurs de cardone et la
présure, pour Déterminer 1’effet des extraits enzymatiques brut sur la coagulation du lait et

comparer ses résultats
Le travail est structuré en trois parties :
Une premiere partie inclus une étude bibliographique.

Une seconde partie expérimentale décrivant le matériel utilisé, les méthodes d’extraction et

d’évaluation enzymatique, ainsi que les analyses réalisées sur la caractérisation des extraits

Une troisieéme et derniére partie est destinée aux résultats et a la discussion.
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1. Le lait
1.1 Définition générale

Le lait est un liquide biologique sécrété par les glandes mammaires des femelles
mammiferes telles que la vache, la chévre ou la brebis, et il est destiné a I’alimentation du
jeune nouveau-né (Jeantet et al., 2008 ; Vignola, 2010). Il constitue ainsi la source exclusive

de nutrition chez les mammiferes au début de la vie (Debry, 2001).

D’un point de vue physique, le lait se présente comme un fluide aqueux, opaque, de
couleur blanche a légeérement jaunatre, en fonction de la teneur en B-caroténe, et parfois
légeérement bleuté. Il posséde une saveur douceatre et un pH légérement acide, compris entre
6,6 et 6,8, proche de la neutralit¢ (Mathieu, 1997 ; Alais, 1984 ; Vignola, 2002). Le lait est
généralement considéré comme une émulsion de matiére grasse dispersée dans une phase

aqueuse (Alais, 1984).

D’un point de vue légal, il a été¢ défini en 1908 lors du Congreés International de la
Répression des Fraudes a Genéve comme étant : « le produit intégral de la traite totale et
ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée, recueilli
proprement et ne contenant pas de colostrum » (Luquet, 1985). Cette définition a été reprise
et complétée par la Fédération Internationale de la Laiterie (F.I.L.), qui le décrit comme : « le
produit de sécrétion mammaire normale, obtenu par une ou plusieurs traites, sans aucune

addition ni soustraction » (Levieux, 1999).

Enfin, bien qu’il existe autant de laits différents que de mammiferes, le terme lait sans

qualificatif renvoie par convention au lait de vache (Fredot, 2005).
1.2 Composition

La composition du lait est soumise a de nombreux facteurs tels que 1’espece et la race
de I’animal, le stade de lactation, la saison, 1’état sanitaire ainsi que I’alimentation (Mahaut et

al., 2000).
Le lait se présente comme un systéme complexe constitué de quatre phases principales :

e Phase grasse : une émulsion de globules lipidiques contenant des vitamines
liposolubles (A et D).

o Phase colloidale : suspension de caséines sous forme de micelles.

o Phase aqueuse : solution contenant les protéines solubles, le lactose, des

vitamines hydrosolubles (B et C), des sels minéraux et de I’azote non protéique.
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o Phase gazeuse : composée d’oxygene (0O:), d’azote (N2) et de dioxyde de

carbone (COz), représentant environ 5 % du volume total du lait.

Ces différentes phases sont maintenues en suspension les unes dans les autres.
Toutefois, certains facteurs comme 1’abaissement du pH ou I’ajout de présure peuvent rompre
cet équilibre, provoquant la coagulation de la phase colloidale. Ce phénomene est exploité

dans la fabrication des produits laitiers (Fredot, 2005).

Tableau 1 : Composition moyenne en g/l des laits de différentes espéces animales (Alais,

1984 ; Luquet, 1985 ; Belitz et Grosch, 1987).

Le lait Protéines Caséine Lactose Matiere Minéraux
totales grasse totaux

Vache 32 28 40-60 39 9

Brebis 55 45 47 71,9 9

Chévre 28 23 44-47 33,8 5-8

Chamelle 30 28 33 53,8 7

1.2.1 L’eau

L’eau représente le constituant principal du lait, représentant environ 87 a 88 % de son
poids (Vignola, 2002). Elle existe sous deux formes : libre (96 %), servant de solvant pour les
composés hydrophiles tels que le lactose, les minéraux, les protéines solubles et certaines

vitamines, et liée (4 %), qui participe a la structure des micelles de caséines (Luquet, 1985).
1.2.2 Le lactose

Le lactose constitue pratiquement la totalit¢ des glucides présents dans le lait (Fredot,
2005). Il représente environ 4,8 % du lait, soit prés de 40 % de la matiére seche totale
(Veisseyre, 1975). On trouve également de petites quantités de glucose et de galactose,
produits de I’hydrolyse du lactose (Vignola, 2002). Le lactose joue un role majeur en raison
de sa fermentescibilité, essentielle dans la production de nombreux produits laitiers (Mahaut

et al., 2000).
1.2.3 La matiére grasse

La matiére grasse est présente sous forme de globules lipidiques en émulsion (Mahaut

et al., 2000). Leur diamétre varie entre 0,1 et 22 pm (Scott, 1981). A pH 6,7, I’enveloppe des
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globules posséde une charge électrique négative, ce qui empéche leur agrégation (Mathieu,

1998).

La maticre grasse se compose principalement de triglycérides, de phospholipides et
d’une fraction insaponifiable riche en cholestérol (Vignola, 2002). Les globules gras (Figure
1) contiennent au centre des triglycérides liquides a bas point de fusion, entourés de
triglycérides solides a point de fusion plus élevé. La membrane externe est formée de
phospholipides (qui jouent un rdole d’émulsifiants) et de lipoprotéines (Keenan et Patton,

1995).

phospholipides triglycérides
= _ solides
P Z
charges -~ SN
négatives e
- »~
N
- ' -

lipoprotéines, enzymes, ~ triglycérides
agglutinines liquides

Figure 1 : Structure d’un globule de matiere grasse (Vignola, 2002).
1.2.4 L’azote non protéique (ANP)

L’azote non protéique (ANP) comprend toutes les molécules contenant de 1’azote
autres que les protéines (Ribadeau-Dumas, 1981). Ce sont généralement des substances de
faible poids moléculaire (Alais, 1984) qui ne précipitent pas lors de I’acidification, de
I’¢élévation de température ou de 1’ajout de présure. Leur concentration varie de 1,5 a 16 g/L
dans le lait de vache (Veisseyre, 1975). L urée représente la majeure partie de I’ANP, soit 33
a 79 % (Ribadeau-Dumas, 1981).

1.2.5 Matiere minérale et saline
Le lait constitue une source importante de minéraux essentiels, tels que :

Le calcium, le potassium, le phosphore, le sodium, le magnésium et le chlore



Recherche bibliographique Chapitre 1 : Le lait

Tableau 2 : Concentration moyenne des minéraux essentiels du lait en g/L

Minéral Calcium Potassium Chlore Phosphore Sodium  Magnésium
Concentration 1,25 1,5 1,2 0,95 0,5 0,13
(g/L)

Ces minéraux sont partiellement dissous et partiellement associés aux micelles de
caséines. La fraction colloidale représente 65 % du calcium, 50 % du phosphore et 60 % du
magnésium (Mahaut et al., 2000). L’équilibre entre les formes dissoutes et colloidales
dépend de la température et du pH (Scott, 1981). Le lait contient également des oligoéléments
tels que le zinc (3,5 mg/L), I’iode (20 a 100 pg/L) et le cuivre (20 a 50 pg/L) (Mahaut et al.,
2000).

1.2.6 Les vitamines

Le lait contient a la fois des vitamines hydrosolubles (vitamines du groupe B et
vitamine C) et des vitamines liposolubles (A, D, E, K) (Fredot, 2005). Toutefois, il ne couvre
pas l’ensemble des besoins vitaminiques quotidiens. C’est pourquoi certains laits
commerciaux sont enrichis en vitamines essentielles, notamment A, B1 et B2, contribuant a sa

valeur nutritionnelle (Jeantet et al., 2008).
1.2.7 Les protéines

Le lait renferme en moyenne 3,5 % de protéines, une teneur susceptible de varier selon
I’alimentation de I’animal, la saison et le stade de lactation (Fredot, 2005). Ces protéines se
répartissent en deux grandes familles : les caséines, qui sont insolubles et forment des
micelles en suspension colloidale, et les protéines du lactosérum, solubles et précipitant sous

I’effet de la chaleur (Vignola, 2002).

1.2.7.1 Les protéines du lactosérum

Les protéines sériques représentent 15 a 28 % des protéines totales du lait de vache et

17 % des matieres azotées. Elles restent solubles a pH 4,6 (Vignola, 2002).

e P-lactoglobuline : principale protéine sérique (55 %), avec un point

isoélectrique de 5,1 et un poids moléculaire de 18,3 kDa. Elle posséde une poche
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hydrophobe capable de fixer la vitamine A et certains acides gras (Debry, 2001 ;
Vignola, 2002).

e a-lactalbumine : métalloprotéine représentant 22 % des protéines sériques.
Son point isoélectrique est de 4,8 et son poids moléculaire de 14,1 kDa. Elle
participe a la biosynthése du lactose (Cayot et Lorient, 1998 ; Vignola, 2002).

o Immunoglobulines : environ 13 % des protéines sériques, réparties en cing
catégories (IgGl, I1gG2, IgA, IgM, IgE), avec des points isoélectriques variant de
5,5 a 8,3 (Cayot et Lorient, 1998 ; Vignola, 2002).

e Sérumalbumine bovine (SAB) : représentant 7 % des protéines sériques, avec
un poids moléculaire de 66 kDa et contenant 35 résidus de cystéine (Brule, 1996).
o Lactoferrine : représentant 4 % des protéines sériques, cette protéine fixe le
fer sous forme d’ions ferriques (Fe**), avec un point isoélectrique compris entre

8,4 et 9 (Vignola, 2002).

2. Caséines du lait

2.1 Définition générale

Les caséines sont les principales protéines du lait, représentant environ 80 % des
protéines totales (Brule ef al., 1997 ; Jeant et al., 2008) (figure2). Elles se composent de
quatre types majeurs : asl, as2, B et k, présents respectivement a 33 %, 11 %, 33 % et 11 %
(Dalgleish et Corredig, 2012). Ce sont des phosphoprotéines acides de 150 a 200 acides
aminés qui précipitent a pH 4,6 (Vignola, 2002). Leur point isoélectrique est de 4,65 et elles
s’organisent sous forme de micelles sphériques (Vignola, 2002). Elles se caractérisent par la
présence de groupements phosphoséryles, une richesse en glutamate, leucine et proline, une
hydrophobicité marquée, et une faible teneur en cystéine (Mahaut et al., 2003 ; Huppertz et
al., 2006). On note également la présence d’une caséine v, issue de 1’hydrolyse de la caséine 3

(Vignola, 2002).
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Figure 2 : Micelle de caséine vue au microscope (Hristov et al., 2015).

Les caséines constituent environ 80 % des protéines du lait (brule et al., 1997 ; jeant
et al., 2008) et se répartissent en quatre types principaux : osl, as2, B et k, dans les
proportions de 33 %, 11 %, 33 % et 11 % respectivement (Dalgleish et Corredig, 2012). Ce
sont des phosphoprotéines de nature acide, précipitant autour de pH 4,6 (vignola, 2002). Elles
contiennent des groupements phosphoséryles, sont riches en glutamate, leucine et proline, et
pauvres en cystéine (mahuaut et al., 2003 ; huppertz et al., 2006). Leur organisation en
micelles s’explique par leur point isoélectrique proche de 4,65 et leur caractére hydrophobe

(vignola, 2002).

2.2 Différentes fractions caséiques

Les caséines sont classées en quatre grandes familles : asl, as2, B et k, auxquelles
s’ajoute une fraction y dérivée de la dégradation enzymatique de la caséine . Ces différentes
fractions se distinguent par leur structure primaire, leur composition en acides aminés, leur

affinité pour les ions calcium, ainsi que leur localisation au sein de la micelle.

e La caséine asl est la fraction la plus abondante, représentant environ 35 a 40 % des
caséines totales (Vignola, 2002). Sa structure primaire compte 199 acides aminés et
son poids moléculaire est d’environ 23 600 Da. Elle est riche en groupements
phosphoséryls (8 a 9), ce qui lui confére une forte sensibilité au calcium (Fox, 1989).

e La caséine as2 représente environ 10 a 11 % des caséines. Elle contient 207 acides

aminés avec une forte teneur en groupements phosphorylés (10 a 13). Elle est

10
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hydrophile du fait de sa richesse en groupements cationiques et peut exister sous
forme dimérique, stabilisée par des ponts disulfures.

e La caséine P représente 25 a 35 % des caséines, constituée de 209 acides aminés avec
un poids moléculaire de 24 000 Da (fox, 1989). Riche en proline, elle adopte une
structure ouverte et flexible, localisée au centre des micelles (vignola, 2002).

e La caséine k constitue 11 a 12 % des caséines totales. Composée de 169 acides
aminés, elle contient 1 a 2 groupements phosphoséryls et 2 résidus de cystéine lui
permettant de former des ponts disulfure (cayot et lorient, 1998). Elle est
indispensable a la stabilit¢ micellaire, avec wune portion hydrophile
(glycomacropeptide) libérée lors de la coagulation enzymatique.

e La caséine y est un produit de I’hydrolyse de la B-caséine par la plasmine. Elle est
représentée par trois fragments (y1, y2, y3) et contribue a la périphérie des micelles

(swaisgood, 1982).
2.3 Structure des micelles

La micelle de caséine est une particule sphérique dont le diametre moyen varie entre
100 et 500 nm, avec une moyenne autour de 180 nm (Amiot et al., 2002 ; Lenoir et al., 1997
; Debry, 2001). Elle est constituée de sous-unités appelées submicelles, de taille comprise
entre 8 et 20 nm (Debry, 2001 ; Lenoir et al., 1997), pouvant contenir environ 10 molécules
des quatre caséines majeures (osl, as2, B et k) en proportions variables (Cayot et Lorient,

1998).

Les submicelles sont reliées entre elles par des ponts phosphocalciques,
principalement formés entre les groupements phosphates et les ions calcium, avec une
contribution secondaire du magnésium et du citrate (De Kruif ef al., 2012 ; Cayot et Lorient,
1998 ; Mahaut et al., 2000), les submicelles riches en caséine k, de nature hydrophile, sont
localisées en périphérie de la micelle, tandis que celles pauvres en k sont situées au centre
(Brule et al., 1997 ; Dalgleish, 1998 ; Dalgleish, 2007). Cette répartition confére a la micelle
sa stabilité colloidale, les chaines flexibles des caséines k, situées en surface, jouant un role
protecteur contre 1’agrégation (Cayot et Lorient, 1998). La teneur en caséine « influence
également la taille des micelles : une plus forte proportion de cette caséine tend a limiter leur
croissance, ce qui explique pourquoi les micelles les plus petites sont souvent les plus riches

en k-caséine (Lovisi ef al., 2003 ; Dalgleish et Corredig, 2012) (figure 3).

11
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K-casein molecules

e PO, groups

hydrophobic core

o Cag(PO,)g cluster

Figure 3 : Représentation schématique de la structure interne d’une micelle de caséine

(Schmidt, 1982).

Selon Dalgleish ez al. (1989), la surface des micelles contient entre 39 et 47 % de «-

caséine, 0 a 10 % de B-caséine et 47 % de caséines a, tandis que I’intérieur est constitué a

parts égales de caséines a et B (environ 47 % chacune) et seulement 1 % de k-caséine. Les

micelles sont fortement hydratées, retenant entre 2 et 4 g d’eau par gramme de protéine

(Debry, 2001 ; Lenoir et al., 1997), et contiennent environ 7 % de leur extrait sec sous forme

de minéraux colloidaux, principalement du calcium, du phosphate, du magnésium et du

citrate, localisés dans I’espace inter-submicellaire (Debry, 2001). Enfin, la stabilit¢ des

micelles est également assurée par les répulsions électrostatiques générées en surface, qui

empéchent leur agrégation (Mahaut et al., 2000 ; Mahaut et al., 2003) (figure 4).
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Figure 4 : Schématisation de la structure et de la stabilité¢ des micelles de caséines (Dalgleish
et Corrig, 2012).
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2.4 Facteurs de stabilité de la micelle

Les micelles de caséines comptent tenu de leurs dimensions, présentent une grande
stabilité. Elles supportent une longue conservation et des traitements thermiques ou
mécaniques relativement séveres. Plusieurs facteurs contribuent a conférer aux micelles leur

stabilité ; les principaux sont leur charge électrique et leur degré d'hydratation.

e La charge ¢lectrique des micelles du lait frais est fortement négative. Ce
caractere résulte de la présence de nombreux groupements COO-, correspondant
aux amino acides dicarboxyliques constituant en particulier la caséine k. Ainsi, les
répulsions électrostatiques s’opposent au rapprochement des micelles et a leur
agrégation. Ces répulsions contribuent au maintien de la dispersion malgré la tres
forte densité de la population et la faible distance entre particules ;

e Le degré d'hydratation des micelles est élevé : 1 g de protéines fixe environ 2,5
g d'eau. Ce caractere trés hydrophile de la micelle correspond a la présence a sa
périphérie d'une couche d'eau lie, étroitement fixée aux protéines, et d'une couche

d'eau d'hydratation a structure moléculaire plus lache, et moins orientée.

Ces enveloppes d'eau contribuent a stabiliser fortement la micelle. Ces facteurs primaires de
la stabilit¢ des micelles dépendent eux-mémes de divers parameétres. Les uns liés a la
composition saline de la phase aqueuse (concentration en ions H+, Ca++, phosphate...etc.) ;
les autres liés a la composition méme des micelles (teneur en phosphate de calcium,

proportion de la caséine «) (Alais, 1984).

13
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1. Coagulation du lait

La coagulation du lait constitue une transformation irréversible du lait liquide en un
gel semi-solide appelé caillé (coagulum) (Cecchinato et al., 2012). Ce phénomene repose sur
des modifications physico-chimiques des micelles de caséines, déclenchées soit par des
enzymes protéolytiques, soit par acidification lactique, soit par une combinaison des deux
(Eck et Gillis, 1997 ; Farkye, 2004 ; Janhej et Qvist, 2010). Les micelles de caséines,
formées de sous-micelles de caséines a, B et k, stabilisées par des ponts de phosphate de
calcium, jouent un rdle central. La coagulation résulte de la déstabilisation de ces micelles et
de leur agrégation. Ce processus est crucial, car il conditionne I’égouttage et les propriétés
finales du fromage (Hsieh et Pan, 2012). L’aptitude du lait & coaguler dépend de sa richesse

en caséines et de sa composition minérale (Alais, 1974 ; Lenoir et Schneid, 1997) (figure 5).

Figure 5 : Coagulation du lait en fromagerie

1.1 Types de coagulation
1.1.1 La coagulation enzymatique du lait

La coagulation enzymatique du lait est une opération technologique essentielle qui
transforme le lait liquide en un gel semi-solide appel¢ caillé. Ce processus repose sur 1’action
d’enzymes protéolytiques spécifiques, principalement la présure, qui contient majoritairement
la chymosine (Eck, 1990). Cette enzyme agit en hydrolysant la caséine k, protéine clé qui

assure la stabilité colloidale des micelles de caséines (Dalgleish et Corredig, 2012).
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Ce mécanisme entraine 1’agrégation des micelles et la formation d’un réseau protéique qui
piége le lactosérum. La coagulation enzymatique suit trois étapes : I’hydrolyse enzymatique,
I’agrégation des micelles déstabilisées et la réticulation du gel (Eck et Gillis, 1997 ; Walstra

et Jenness, 1984 ; Lucey, 2002) (figure 6).

I - Hydrolyse par
la chymosine

paracaseéinate

Il - Agrégation

Réseau gélifié

Figure 6 : Modification de la structure micellaire au cours de la coagulation du lait par la

présure (Thomas et al., 2008).
1.1.1.1 Hydrolyse enzymatique de la caséine k (Phase primaire)

Au cours de la phase primaire, la chymosine hydrolyse spécifiquement la liaison
peptidique entre la phénylalanine (105) et la méthionine (106) de la caséine « (Fox et al.,
1994 ; Tunick, 2008). Cette coupure entraine la libération du caséinomacropeptide (CMP)
(résidus 106-169), qui passe dans le lactosérum (Dalgleish, 1997). Le fragment restant
(résidus 1-105), appelé paracaséine k, de nature hydrophobe, demeure intégré a la micelle (Li

et Dalgleish, 2006) (figure 7).

La perte du CMP réduit la charge négative des micelles et leur degré d’hydratation,
diminuant ainsi les forces de répulsion électrostatiques (Alais, 1974 ; Dalgleish, 1982, 1997).
Cette déstabilisation colloidale rend les micelles capables de s’agréger dés que 80 a 90 % de
la caséine k est hydrolysée (Cheftel et al., 1985 ; Lenoir et Veisseyere, 1987 ; Mickael
Eskin, 1990). Selon Berridge (1954) et Alais (1953), cette hydrolyse correspond a environ
60 % du temps de floculation.
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PARACASEINE CASEINO-MACROPEPTIDE (CMP)
Figure 7 : Hydrolyse de la caséine « par la présure (Fox ef al., 1994).
1.1.1.2 Agrégation des micelles déstabilisées (Phase secondaire)

Lorsque la majorit¢é de la caséine k est hydrolysée, les micelles déstabilisées
commencent a s’agréger (Mahaut et al., 2000 ; Lucey, 2002). La réduction des forces de
répulsion électrostatiques permet aux micelles de se rapprocher (Fox et Mulvihill, 1990). Les
interactions hydrophobes dominent en raison de la nature hydrophobe de la paracaséine k
(Jean, 2015). Simultanément, les ions calcium (Ca*") neutralisent les charges résiduelles et
¢tablissent des ponts calciques entre les micelles (Schmidt, 1982 ; Walstra et Jenness,

1984).

Les micelles s’assemblent en chaines linéaires puis en amas, constituant un réseau
tridimensionnel qui piege le lactosérum (Lenoir et Veisseyere, 1987 ; Lucey, 2003). Cette
phase est influencée par le pH (optimal entre 6,3 et 6,6) et la température (31 a 40 °C). A des
températures inférieures a 15 °C, aucune agrégation ne se produit, ce qui souligne

I’importance des liaisons hydrophobes (Dalgleish, 1997 ; Lucey, 2003).

1.1.1.3 Réticulation du gel (Phase tertiaire)

La phase tertiaire correspond a la réticulation du gel. Les agrégats de micelles
subissent des réorganisations structurales complexes. Des liaisons phosphocalciques et des
ponts disulfures peuvent se former entre les para-caséines, renforcant la cohésion et la fermeté

du gel (Vignola, 2002 ; Brulé et al., 1997 ; Schmidt, 1982).

Selon Lucey (2003) et Jean (2015), cette réticulation détermine la texture finale du
gel. Elle permet aussi I'initiation de la synérése, c’est-a-dire I’expulsion du lactosérum. Par

ailleurs, la présure résiduelle peut continuer a hydrolyser d’autres caséines, notamment la
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caséine asl, contribuant a ’affinage et au développement des caractéristiques sensorielles du

fromage (Brulé et al., 1997) (figure 8).

[REACTION PRIMAIRE]
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(Protéolyse génerale,ou non specifique)

Figure 8 : Schéma des étapes de la coagulation enzymatique du lait par la présure

(Alais, 1984).

1.1.2 La coagulation acide du lait

La coagulation acide du lait est un mécanisme fondamental dans la fabrication de
produits laitiers fermentés tels que les yaourts, les fromages frais et certains fromages a pate
molle. Elle consiste a précipiter les caséines a leur point isoélectrique (pHi = 4,6) par
acidification biologique ou chimique. L’acidification biologique est réalisée a 1’aide de
bactéries lactiques, naturellement présentes dans le lait ou ajoutées sous forme de levains, qui

transforment le lactose en acide lactique (Mahaut et al., 2000) (figure 9).

L’acidification chimique peut étre effectuée par injection de CO: ou addition de
glucono-o-lactone (Mahaut et al., 2000). On peut aussi utiliser I’ajout de protéines sériques a

pH acide pour provoquer la coagulation (Dalgleish et Corredig, 2012).
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Figure 9 : Schéma du mécanisme de coagulation lactique par acidification du lait (Ronez,

2012).

Le processus de coagulation acide est consécutif a 1’abaissement du pH, qui réduit
I’ionisation des caséines. Cette diminution de charge entraine la solubilisation du phosphate
de calcium micellaire et conduit a la précipitation des caséines a leur point isoélectrique
(Fredot, 2005). Lorsque le pH du lait passe de 6,7 a 5, la structure de la micelle de caséine
change notablement : sa taille diminue et elle perd sa surface hétérogene, ce qui refléte une
forte sensibilité de cette structure aux variations des constituants minéraux et a la charge de la

caséine (Ouanezar et al., 2012) (Figure 10).

[pH 6.7 pHS

pPH Y
Figure 10 : Changement de la structure de micelle de caséine durant ’acidification

(Ouanezar et al., 2012).
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Au pH 5,3, la micelle perd la majorité de ses ions calcium, phosphate et magnésium
(Marchin et al., 2007). A pH 5,2, tout le phosphate inorganique est éliminé et a pH 4,6, les
ions calcium sont compleétement perdus (Gaucheron ef al., 1997). Cette perte minérale

contribue a la déstabilisation des micelles et favorise leur agrégation.

La coagulation acide aboutit a la formation d’un gel lorsque les micelles déstabilisées
s’associent. Au point isoélectrique, les casé€ines dénaturées forment un réseau tridimensionnel.
Ce gel lactique présente une perméabilité satisfaisante, mais une friabilit¢ ¢levée. Son
¢lasticité et sa plasticité sont pratiquement nulles, ce qui s’explique par le manque de
structuration du réseau. Les liaisons formées sont de faible énergie, de type hydrophobe, et
offrent peu de résistance aux traitements mécaniques (Lefebvre-Cases et al., 1998 ; Mahaut

et al., 2000) (Figure 11).
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formation d'un gel lactique acide.

Figure 11 : Formation du gel lactique (Vignola, 2002).
1.1.3 Coagulation mixte

Elle résulte de l'action conjuguée de l'acidification du lait et de la présure. Cette

méthode combine deux principes : l'acidité du lait et 1'ajout d'une enzyme coagulante.

Le coagulum obtenu, présente des caracteéres intermédiaires entre ceux des gels
lactiques et de la présure. Il est caractéris€¢ par une souplesse et une contractibilité moins
grande, de fermeté et friabilité plus accentuées que celles des gels de présure (Veisseyre,

1975).
2. Facteurs influant la coagulation du lait

2.1 La température
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Selon Mekhaneg, 2020 Le phénomeéne de coagulation est fortement dépendant de la

température
e Au-dessous de 10°C, la coagulation du lait ne se produit pas.
e Dans I’intervalle 10 a 20° C, la vitesse de coagulation est lente.

e Au-dessus de 20°C, elle augmente progressivement jusqu'a 40 a 42°C, au-dela

elle diminue.
e Au-dessus de 65°C, il n’y a plus de coagulation, I’enzyme est inactive.
2.2 Le pH

L’abaissement du pH du lait entraine un temps de coagulation plus court. Cela résulte d’une
part d’un effet sur ’activité de I’enzyme, dont le pH optimal d’action sur la caséine k est de
5,5, d’autre part de la diminution de la stabilit¢ des micelles, liée a la neutralisation des
charges et de la libération d’ions calcium a partir des complexes dissous et colloidaux

(Mekhaneg, 2020).
2.3 La teneur en ions calcium (CaCl2)

L’addition de CaCl2 entraine une augmentation du calcium ionisé et du calcium colloidal
ayant pour conséquence une augmentation de la taille des micelles (plus la dimension de la

micelle est grande, plus le temps de coagulation est court (Mekhaneg, 2020).
2.4 La concentration en enzyme

Le temps de coagulation est inversement proportionnel a la concentration en enzyme, ce qui

peut se formaliser selon 1’équation suivante (Mekhaneg, 2020).
2.5 Influence de la concentration en caséines

La vitesse d’hydrolyse enzymatique est proportionnelle a la teneur en protéines. Ainsi,

la vitesse d’agrégation et la fermeté des gels augmentent avec la teneur en caséines.

La coagulation enzymatique est influencée par le diameétre des micelles de caséine. En
outre, plus le diamétre est grand, plus le temps de prise est long et plus le taux de
raffermissement et la fermeté finale sont faibles (St-Gelais et Tirard-Collet, 2002). En
fromagerie, la taille des petites micelles sont recherchées puisqu’elles sont associées a un
temps de prise plus court et un taux de raffermissement plus rapide (Park et al., 2007). De

plus, les micelles de petites tailles fusionnent plus étroitement entre elles et caractérisent la
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forme dense et ferme du réseau protéique, en revanche de celle des micelles de grande taille

(Delacroix-Buchet et al., 1993 ; Choisy et al., 1997 ; Roupas et Mead, 2001).
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Chapitre 3 : Les

enzymes coagulantes
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1. Enzymes coagulantes en technologie fromagére

Les enzymes sont des catalyseurs biochimiques de nature protéique qui interviennent
dans toutes les réactions métaboliques énergétiquement possibles, qu’elles accélérent par

activation spécifique dans des conditions précises de température et de pH (Cuvellier, 1993).

Ce sont des outils clés de la biotechnologie et de la bioindustrie. Un grand nombre
d’enzymes protéolytiques, qui ont la faculté¢ de coaguler le lait, sont soit d’origine animale
(présure, pepsine) ; soit d’origine végétale (ficine, bromélaine, enzymes extraites de
I’artichaut, du chardon ...etc.) ; soit d’origine microbienne (enzyme de certaines moisissures

ou bactéries) (Mahaut et al., 2000).
1.1 Protéases d’origine animale (protéases gastriques)

Nombreuses sont les protéases d’origine animale, nous en citerons deux, impliquée

dans notre étude.
1.1.1 Présure

La présure est une enzyme protéolytique, extraite de la quatriéme poche de 1’estomac
(abomasum ou caillette) des jeunes ruminants nourris exclusivement au lait (avant sevrage)
(Eck et Gillis, 1997). La présure de veau est I’agent coagulant tra6ditionnellement utilisé
pour la coagulation du lait en vue de la fabrication de la majorité des fromages (Alais, 1984 ;
Ramet, 1997). Elle contient deux fractions actives, 1’une majeure, constituée par la

chymosine (80%) 1’autre mineure, par la pepsine (10 —20%) (Alais, 2003).
1.1.2 Pepsine
1.1.2.1 Généralité sur la pepsine

La pepsine est une enzyme digestive majeure présente dans le suc gastrique de
nombreux animaux. Classée dans la famille des protéases a acide aspartique en raison de son
mécanisme catalytique impliquant deux résidus d’aspartate, elle fut d’abord reconnue comme
protéase, puis comme endopeptidase (Simpson, 2000). Hartley (1960), 1’a ultérieurement
classée comme protéase acide, son activité¢ étant optimale a un pH treés bas, généralement

compris entre 1,5 et 3,5 (Banga-Mboko et al., 2002).

Son rodle principal consiste a hydrolyser les liaisons peptidiques des protéines
alimentaires, facilitant ainsi leur digestion dans I’environnement acide de 1’estomac.

Historiquement, la pepsine a ¢été identifiée pour la premicre fois par Theodor Schwann en
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1836, qui la nomma en référence au mot grec « pepsis » signifiant digestion. Toutefois, les
effets du suc gastrique avaient été observés deés 1752 par Réamur, et les propriétés digestives
furent démontrées plus tard par Spallanzani. En 1930, John H. Northrop est parvenu a

cristalliser la pepsine, prouvant sa nature protéique (Aehle, 2007).

La pepsine est synthétisée sous forme inactive, le pepsinogeéne, qui subit une activation
autocatalytique déclenchée par I’acidité gastrique (Kerboeuf et al., 2002). Cette étape est

essentielle pour le déclenchement de la digestion protéique.

L’enzyme est largement présente dans le tractus digestif des mammiferes, oiseaux,
poissons et amphibiens (Pletschke et al., 1995b). Chez les vertébrés, elle est principalement
localisée dans 1’estomac, mais des quantités moindres ont été détectées dans le sang, les
muscles, 1’urine, les ovaires (ex. truite de ruisseau), ou encore la peau (ex. puffer Fish)

(Effrontés et al., 2007 ; Bobe et Goetz, 2001 ; Kurokawa et al., 2005).

La pepsine a été isolée et étudiée chez de nombreuses espéces : homme (Sogawa et
al., 1983), singe (Kageyama et Takahashi, 1980), porc (Foltmann et al., 1995), bovin
(Chow et Kassel, 1968), dromadaire (Abuharfeel et Abuereish, 1984), rat, lapin, ainsi que
plusieurs especes de poissons (De Melo Oliveira et al., 2014). Cette diversité biologique
confirme I’importance évolutive de la pepsine et sa conservation fonctionnelle chez les

animaux vertébrés.
1.1.2.2 Caractéristiques de la pepsine aviaire

La pepsine de poulet est obtenue a partir du proventricule, ou ventricule succenturié,
une partie allongée d’environ 3 cm, située entre le jabot et le gésier, légerement décalée vers
la gauche dans I’abdomen. Cette zone est tapissée d’un épithélium formé de cellules
cylindriques (Alamargot, 1982) (figure 12). L’activation de la pepsine se fait a partir de son
précurseur inactif, le pepsinogene, sous I’effet de 1’acide chlorhydrique dans un

environnement acide, typiquement entre pH 2 et 4 (Donta et Vanvunakis, 1970).

Selon Bohak (1969), le pepsinogene de poulet a un poids moléculaire de 43 kDa et
contient 387 acides aminés. Une fois activée, la forme purifiée de la pepsine présente un poids
moléculaire réduit a 35 kDa, avec 308 acides aminés. Des recherches menées par Green et
Llewellin (1973), ont identifi¢ au moins cing types de pepsinogeénes dans un extrait brut de
I’estomac de poulet. L’un d’eux a été isolé et transformé en pepsine active, avec des masses

moléculaires respectives de 36 kDa pour le pepsinogeéne et 34 kDa pour I’enzyme. Ces
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auteurs ont également déterminé que le point isoionique de la pepsine se situait autour d’un

pH égal a 4,0, et que I’enzyme restait stable méme a des pH atteignant 7,0.

Donta et Vanvunakis (1970), ont également identifi¢ trois formes distinctes de
pepsinogénes désignées A, B et C. En ce qui concerne son activité enzymatique, la pepsine de
poulet est la plus active dans un environnement acide dont Ir pH est compris entre 1,5 et 4,5,
avec un maximum d’activité a pH 2,8, lorsque I’hémoglobine est utilisée comme substrat

(Bohak, 1969).

Sur le plan moléculaire, la pepsine est une protéine contenant plusieurs résidus de
tryptophane au total cinq (Trp39, Trpl41, Trp181, Trp190 et Trp300) ce qui lui confere une
structure dite poly-tryptophane. Elle est organisée en deux domaines homologues : un
domaine N-terminal allant du résidu 1 a 172 et un domaine C-terminal s’étendant du résidu
173 a 326. Entre ces deux régions se situe le site actif de liaison de la pepsine, qui permet
I’interaction avec diverses petites molécules. Ce site catalytique est défini par la présence de
deux résidus d’acides aspartiques (Asp32 et Asp215), dont I’'un doit étre protoné et 1’autre

déprotoné pour que I’enzyme soit fonctionnelle (Antonov et al., 1978).
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Figure 12 : (a) Appareil digestif du poulet ; (b) Complexe stomacal du poulet (Larbier et
Leclercq, 1992).
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1.1.2.3 Applications de la pepsine

La pepsine de poulet, extraite a partir des proventricules représente une enzyme
aspartique d’origine animale aux applications variées dans plusieurs domaines industriels.
Selon Jamdar et Harikumar (2016), les intestins de poulet, en tant que sous-produit de
I’industrie avicole, peuvent constituer une source intéressante de protéases, dont la pepsine,
pouvant remplacer d'autres enzymes utilisées dans le secteur agroalimentaire. En
transformation fromaggre, cette enzyme a déja fait I’objet de recherches en tant que substitut
potentiel a la présure, a I’image de la pepsine bovine, utilisée depuis les années 1960 (Ramet,
1997). En Algérie, elle est notamment employée dans la fabrication artisanale d’un fromage
frais du Sud appelé Takamérite (Larbier et Leclercq, 1992). Les travaux de Krid (2013) ont

d’ailleurs mis en évidence son efficacité dans la coagulation du lait.

Au-dela du domaine laitier, la pepsine de poulet est aussi utilisée pour I’extraction du
collagéne, notamment a partir des pieds de poulet ou de beeuf, dans une solution acide a basse
température, avec un rendement pouvant atteindre 22,94 % du poids sec (Hashim, 2014).
Cette application est particuliérement recherchée dans les industries pharmaceutiques et
cosmétiques (De Melo Oliveira ez al., 2014). Elle est également impliquée dans la digestion
des acides nucléiques, utilisés comme compléments alimentaires pour améliorer la santé et la
croissance chez les volailles (Liu ef al., 2016). Dans le secteur des sous-produits marins, elle
est mise en ceuvre dans la production de silage de poisson et contribue a améliorer la

digestibilité des protéines dans I'alimentation animale (De Melo Oliveira et al., 2014).

La pepsine trouve également des applications dans d'autres secteurs industriels,
notamment dans la production d’hydrolysats caséiniques. Elle peut aussi étre utilisée pour
modifier la protéine de soja, en la soumettant a un traitement thermique visant a neutraliser les
facteurs antinutritionnels. Par ailleurs, cette enzyme intervient dans 1’¢laboration
d’hydrolysats et de poudres protéiques issus du poisson ou des légumes, ainsi que dans la
fabrication de certaines boissons. Elle présente un réel potentiel pour la production de
peptides a valeur biologique ou technologique. De plus, elle pourrait contribuer a réduire
I’allergénicité des protéines du lait, notamment en agissant sur la B-lactoglobuline (Krid,

2013).
1.2 Protéases d’origine végétale

Nombreuses sont les protéases d’origine végétale, nous en citerons deux,

impliquées dans notre étude.
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1.2.1 Cardosine
1.2.1.1 Etude botanique de la plante

Le cardon (Cynara cardunculus L.) est une plante diploide, vivace et robuste, pouvant
atteindre une hauteur de 80 a 150 cm. Elle appartient a la famille des Asteraceae et est
originaire du bassin méditerranéen (Quezel et Santa, 1963 ; Coste, 1983 ; Sonnante ef al.,
2007). Durant sa premiére année de croissance, la plante ne produit qu’une rosette de feuilles
stériles (Bayer et al., 1990). Elle se distingue de 1’artichaut par ses feuilles profondément
lobées, se terminant par des épines, ainsi que par ses bractées d’involucres terminées par une
pointe dure et acérée (Perrot, 1944). La domestication de la forme sauvage de Cynara a
donné naissance a deux variétés principales : le cardon cultivé et ’artichaut, toutes deux

largement répandues autour du bassin méditerranéen (Rottenberg et Zohary, 1996).

Les fleurs du cardon sont tubulaires, androgynes, et se terminent par cinq pointes.
Elles mesurent entre 4 et 5 cm et présentent une coloration variant du bleu au violet. Chaque
fleur mature comprend un pistil (partie femelle), un tube floral, des pétales et un akéne. Le
pistil est lui-méme formé d’un stigma, d’un stylet et de I’ovaire (Rahmalho-Santos et al.,
1997 ; Duarte et al., 2006) (figure 13). La floraison des variétés de Cynara cardunculus
s'étend principalement de mai a juillet (Wiklund, 1992), et peut étre divisée en quatre grandes
phases (Archontoulis et al., 2010). La premicre est marquée par 1’apparition de la tige
principale et du capitule, ce dernier étant de forme ovale (33—75 mm x 32-95 mm) et servant
de base a la floraison (Gominho et al., 2009). La deuxiéme phase correspond a
I’épanouissement des nombreuses fleurs tubulaires. Les deux dernieres phases représentent

respectivement le vieillissement floral et la maturation des graines (figure 14).

28



Recherche bibliographique Chapitre 3 : Les enzymes coagulantes

Figure 13 : Représentation de I’inflorescence et de la structure florale de

Cynara cardunculus L 1 : Capitule floral. 2 : Fleur avec ses différentes structures. 3 : Schéma

du pistil (Duarte et al., 2006).

Figure 14 : Les différents stades de Florescence de Cynara cardunculus L (Archontoulis ef

al., 2010).

Les variétés de Cynara cardunculus sont bien adaptées au climat méditerranéen,
caractérisé par des hivers froids et humides et des étés chauds et secs. Au stade de semis, la

plante est sensible aux basses températures, mais une fois arrivée au stade rosette, elle peut
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supporter des températures allant jusqu’a —5 °C (Fernandez et Curt, 1995). Sa croissance est
fortement influencée par la disponibilité en eau, la précipitation idéale étant d’environ 450
mm. Des quantités inférieures peuvent limiter la production de biomasse. Pour un
développement optimal, la plante requiert un sol profond, légérement argileux, modérément
calcaire et a pH basique. En revanche, elle supporte mal les sols salins (Fernandez et Curt,

1995) (figure 15).
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Figure 15 : Les conditions climatiques et les caractéristiques du sol favorables pour le

développement des variétés Cynara cardunculus L (Fernandez et Curt, 1995).
1.2.1.2 Caractéristiques des cardosines

Les cardosines sont des enzymes protéolytiques appartenant a la famille des aspartyl-
protéases (EC 3.4.23), dont I’activité catalytique repose sur la présence de deux résidus
d’acide aspartique au niveau de leur site actif (Faro et al., 1998 ; Sarmento et al., 2009 ;
James, 2012 ; Nair et Jayachandran, 2019). Elles sont extraites des fleurs de Cynara
cardunculus et sont responsables de 1’activité enzymatique de la plante. Deux isoformes
principales, la cardosine A et la cardosine B, ont été identifiées et caractérisées (Verissimo et
al., 1996), auxquelles s’ajoute plus récemment un groupe distinct appelé cardosine AO,

composé des sous-unités E, F, G et H (Sarmento et al., 2009).

Les cardosines A et B proviennent de deux geénes différents et sont spécifiquement
exprimées dans le pistil. La cardosine A, la plus abondante, est localisée dans les vacuoles et

dans les cellules épidermiques, tandis que la cardosine B est retrouvée au niveau des parois
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cellulaires et de la matrice extracellulaire (Rahmalho-Santos et al., 1997 ; Duarte et al.,
2006) (figure 16). Ces enzymes sont synthétisées sous forme de proenzymes inactives et ne
deviennent fonctionnelles qu’aprés un clivage protéolytique qui libére leur forme mature
(Rahmalho-Santos ef al., 2012). Le précurseur de la cardosine A, appelé cardosinogene A,
contient 504 acides aminés, tandis que celui de la cardosine B (procardosine B) en compte
506. L’activation des enzymes nécessite la coupure de deux liaisons peptidiques internes.
Durant ce processus, une séquence appelée « PSI », caractéristique des aspartyl-protéases
végétales, est complétement éliminée dans le cas de la cardosine A, mais seulement
partiellement dans celui de la cardosine B, ce qui pourrait expliquer la différence observée
dans leurs masses moléculaires (Verissimo et al., 1996 ; Faro et al., 1998 ; Ramalho-Santos

et al., 2012) (figure 17).

Figure 16 : Localisation tissulaire des cardosines A et B dans les fleurs de

Cynara cardunculus, A : Coupe transversale du stigma, pe : papilles dermiques, sc :
sclérenchyme, vb : faisceau vasculaire, tt : tissu transmetteur. B : Localisation de la cardosine
A par immunofluorescence. C : Localisation de la cardosine B dans le tissu transmetteur

(Duarte et al.,2006).
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Figure 17 : Activation protéolytique des cardosines A et B a partir de leurs précurseurs

(Verissimo et al., 1996).

A 1’état mature, les deux enzymes se présentent sous forme de diméres. La cardosine
A est constituée de deux chaines polypeptidiques de 31 kDa et 15 kDa, tandis que la
cardosine B est composée de sous-unités de 34 kDa et 14 kDa (Verissimo et al., 1996). Elles
montrent une activité enzymatique dans une large plage de pH allant de 2 a 7, avec un
optimum autour de pH 5, et sont toutes deux inhibées par la pepstatine A ainsi que le
diazoacétyl norleucine méthyl ester (DAN), ce qui confirme leur appartenance a la classe des
aspartyl-protéases (Verissimo et al., 1996). 11 a ¢également ét¢é montré que ces enzymes

conservent leur stabilité a des températures €levées, jusqu’a 65 °C (Roseiro et al., 2003).
1.2.1.3 Utilisation de la cardosine

La cardosine est principalement utilisée comme enzyme coagulante dans le domaine
fromager. Elle est capable d’hydrolyser la caséine «, provoquant ainsi la coagulation du lait,
un mécanisme exploité dans la fabrication de fromages a pate molle comme le Serra da
Estrela, Serpa ou Azeitdo (Roseiro et al., 2003 ; Verissimo et al., 1995). En Algérie,
’utilisation d’extraits de cardosine issus de fleurs locales de Cynara cardunculus a permis la
production expérimentale de fromages de type Brie et Camembert avec de bons rendements et

des caractéristiques sensorielles satisfaisantes (Zikiou, 2013 ; Ben Amira et al., 2017).

En dehors de l’industrie laitiére, la cardosine A a montré une activité enzymatique
9

spécifique sur la chaine a2 du collagéne humain de type I, indiquant un potentiel
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d’application dans le domaine biomédical, notamment pour la dégradation contrdlée des
protéines structurales (Duarte et al., 2005). Ainsi, la cardosine présente un double intérét,

technologique et thérapeutique, confirmé par des recherches ciblées.
1.2.2 Ficine
1.2.2.1 Description de la plante de figuier

Le figuier (Ficus carica L.), appartenant a la famille des Moracées, est un arbre
emblématique des régions méditerranéennes, ou il est cultivé depuis des milliers d’années (El
Khaloui, 2010). Son nom botanique fait référence a ses vertus médicinales traditionnelles :
Ficus évoque 1’usage de son latex contre les verrues, tandis que Carica désigne une ancienne
région d’Asie Mineure, correspondant a I’actuelle Turquie (Oukabli, 2003). Cette espece
fruitiére figure parmi les plus anciennes cultivées par ’homme, avec une culture qui remonte
a plus de 5 000 ans (Lim, 2015). D’ailleurs, sa dimension symbolique est renforcée dans la
tradition musulmane, puisqu’une sourate entiere lui est dédiée dans le Coran : « At-Tin »

(Chaker, 1997).

Le figuier se présente sous forme d’arbrisseau (4—5 m) ou de petit arbre (jusqu’a 10
m), aux nombreuses branches étalées et a la capacité de régénération remarquable (Tonelli et
Gallouin, 2013). Son tronc peut atteindre plus de 2 metres de circonférence (Chawla et al.,
2012), bien que son bois reste fragile (Raj et Joseph, 2011). Les feuilles sont caduques,
vertes, alternées, de forme palmée, inodores et légerement ameéres (Starr et al., 2003 ;

Chawla et al., 2012).

Les fleurs sont invisibles de 1’extérieur car elles sont enfermées dans un réceptacle
appelé sycone, muni d’un ostiole (Bachi, 2012). Le fruit, connu sous le nom de figue, se
présente sous diverses teintes (vert, jaune, rouge, violet a noir), de forme arrondie ou
pyramidale, et mesure entre 5 et 8 cm (Starr et al., 2003). La figue n’est pas un vrai fruit,
compos¢ d’une pellicule (épiderme), une pulpe composée d’un réceptacle charnu (le
synconium), contenant les graines (akénes), un ostiole (ceil) et un pédoncule (Figure 18A)
(Haesslein et Oreiller, 2008). La peau de la figue est mince, tendre, blanchatre, pale, jaune,
rose, rouge ou pourpre dépendant de la variété. A maturité, la figue est un fruit sucré, doux,

délicieux et juteux (Lansky et Paavilainen, 2011).
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Figure 18 : Représentations morphologiques du figuier (Ficus carica L.), Arbre (A) et fruit
(B), Latex (C) et feuilles (D) (Hafid, 2021).

Le figuier produit deux types de figues : celles du printemps, appelées figues fleurs
(El-Bacoor), issues des rameaux de I’année précédente, et celles d’automne (Karmoss), qui se
forment sur les jeunes pousses. Les variétés qui produisent les deux types sont dites « biferes
», tandis que celles qui ne donnent que la récolte d’automne sont qualifiées d’« uniféres »

(Ouakbli, 2013 ; Azzi, 2012).

D’un point de vue agronomique, le figuier est sensible au froid et sa culture
commerciale est déconseillée en dessous de 5 °C en hiver. En moyenne, une plantation
compte 100 arbres par hectare et offre un rendement de 5 a 8 tonnes, avec une pleine

production atteinte vers la douziéme année (Espiard, 2002).

Enfin, le figuier est également reconnu pour son latex blanc, un liquide visqueux
présent dans toutes les parties de la plante (Kim ez al., 2003). Ce latex, rapidement coagulé et
séché apres récolte, donne la ficine brute (Bruneton, 2009). Il contient une richesse en
composés bioactifs : caoutchouc, résine, protéines (dont les enzymes protéolytiques comme la

lipase, estérase, catalase et peroxydase), sucre et acide malique (Raj et Joseph, 2011).
1.2.2.2 Localisation et caractérisation de la ficine

La ficine, également appelée ficaine (EC 3.4.22.3), est une endopeptidase appartenant
a la famille des protéases a cystéine (Low, 1976 ; Nassar et Newbury, 1987 ; Grzonka et
al., 2007 ; Nouani et al., 2009 ; Devaraj et al., 2008 ; Azarkan et al., 2011 ; Zar et al., 2013

; Shah et al., 2014). Cette enzyme est constituée de 210 acides aminés, et son poids
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moléculaire varie entre 20 et 35 kDa (Devaraj et al., 2008 ; 2011). D’autres auteurs
I’estiment plus précisément entre 25 et 26 kDa (Tarté, 2009) ou a 25 kDa (Lowe, 1976 ;
Katsaros et al., 2009).

Le site actif de la ficine est formé de deux résidus essentiels : la cystéine (Cys-25) et
I’histidine (His-159) (Feijoo-Siota et Villa, 2011 ; Katsaros et al., 2009). Comme toutes les
endopeptidases de ce groupe, elle est activée par des agents réducteurs tels que la cystéine, le
thiosulfate ou le glutathion, et au contraire, elle est inhibée par les ions métalliques, les
oxydants ou tout composé réagissant avec les groupes thiols. Le mécanisme catalytique
typique des protéases a cystéine (ou protéases a thiol) repose justement sur 1I’implication d’un

groupe thiol dans leur site actif (Gonzalez-Rabade et al., 2011).

En termes de spécificité, la ficine montre une grande capacité a hydrolyser les liaisons
peptidiques impliquant des acides aminés non chargés, aromatiques ou hydrophobes (Di
Pierro et al., 2014). Elle agit notamment sur les résidus de tyrosine, phénylalanine et valine
(Tarté, 2009 ; Van Oort et Whitehurst, 2010). Son action sur la k-caséine, précisément au
niveau de la liaison Phe105-Met106, est similaire a celle exercée par la chymosine (Walstra,
1999). Toutefois, contrairement a cette derniere, la ficine présente une activité protéolytique
plus étendue et moins spécifique, touchant également les caséines a et . Cette activité
excessive réduit le temps de coagulation, ce qui peut entrainer la formation de peptides au
golt amer, la déstabilisation du caillé, ainsi qu’une diminution de sa concentration, affectant

par conséquent le rendement en fromage (Akar et Fadiloglu, 1999 ; Tarté, 2009).

La ficine posseéde une grande stabilité thermique, avec une température d’activité
comprise entre 67 et 77 °C (Nassar et Newbury, 1987). Une température optimale de 75 °C a
été observée (Siar et al., 2017). D’autres auteurs ont rapporté une plage de température
optimale située entre 45 et 65 °C (Kortt et al., 1974). Une température d’activité maximale de
60 °C a également été signalée (Sugiura et Sasaki, 1974 ; Deveraj et al., 2008 ; Gagaoua et
al., 2014). La ficine présente aussi une température d’inactivation parmi les plus basses des
protéases végétales, estimée a environ 70 °C (Grzonka et al., 2007). Cette enzyme est active
a pH neutre et devient complétement inactive en dessous de pH 3,0 (Polaina et MacCabe,
2007). Son activité optimale se situe dans une plage de pH comprise entre 5,0 et 8,0 (Polaina

et MacCabe, 2007).
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1.2.2.3 Utilisation de la ficine

La figue est un fruit polyvalent qui peut étre consommé frais, grillé ou séché. Avant
méme |’apparition du sucre raffiné, elle servait déja comme édulcorant naturel. Son intérét
industriel repose sur ses multiples possibilités de transformation, notamment en produits
dérivés tels que les confitures et les sirops. Le latex extrait du figuier, une fois séché et réduit

en poudre, est utilis¢ comme agent coagulant dans la fabrication du fromage (Jeddi, 2009).

Depuis I’ Antiquité, les protéases végétales issues de certaines plantes ont été utilisées
dans les pratiques alimentaires et médicinales. Le latex du figuier, en particulier, est connu
pour ses propriétés coagulantes et vermifuges, il entre dans la fabrication artisanale de
fromage (Shah et al., 2014). En Algérie, notamment en Kabylie, le latex brut est utilisé de
maniére traditionnelle pour produire un lait fermenté appelé Agugli ou Iguissi, qui a
I’apparence du yaourt et un gotit doux. Ce produit est obtenu en ajoutant quelques gouttes de

latex au lait de chévre (Gagaoua et al., 2014 ; Ziane et al., 2014).

Outre son usage en fromagerie, la ficine est également utilisée pour attendrir la viande.
Elle présente une activité moins agressive envers les différentes protéines comparée a la
papaine ou a la bromélaine. Cette enzyme a thiol cible en priorité les protéines
myofibrillaires, tout en exercant une faible action sur le collagéne et 1’¢lastine. Elle est
capable de dégrader 1’¢lastine des 20 °C, mais son activité sur le collagene et les protéines

myofibrillaires reste limitée en dessous de 40 °C (Payne, 2009).
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1. Le lait

Le lait employé dans ce présent travail est du lait écrémé en poudre, un produit
industriel de marque MONT D'OR lait, contenant entre 1,5 et 2 % de matiere grasse. Il est
reconstitué¢ par dissolution de 12g de poudre de lait écrémé dans 100 ml d’une solution de
chlorure de calcium 0,01M. Le lait écrémé ainsi reconstitué est appelé substrat de
BERRIDGE. Le lait sera stocké a 4°C pendant 12 h avant utilisation afin de permettre
I’équilibre physico-chimique d’une part, et d’autre part, la stabilité¢ et la réhydratation des
micelles. Pour éviter le développement microbien, 0,04 % (m/v) d'azide de sodium sont

ajoutés (Benyahia, 2013).
1.1 Caractérisation du lait
- Détermination du pH et de l'acidité

Le pH et l'acidité titrable sont deux mesures d'acidité du lait. Le pH permet de
déterminer la concentration des ions H+, alors que l'acidité titrable exprime la quantité d'acide
lactique qui englobe I’acidité due en partie aux caséines, aux acides organiques et aux

substances minérales contribuant a la formation d’acide lactique.

Le pH du lait a 25°C, change normalement dans une marge relativement étroite de 6,5
a 6,7. Cependant, 1’acidité titrable varie de 0,12 a 0,18% d’acides lactiques, soit 12 a 18°D
(1°D représente 0.1g d'acide lactique).

La détermination du pH est réalisée a I'aide d'un pH-metre selon la méthode Afnor,

(1986).

Figure 19 : Mesure du pH du lait par pH métre
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L’acidité du lait est déterminée par titrage direct a 1’aide d’une solution d’hydroxyde
de sodium a 0,1 N. La phénolphtaléine est utilisée comme indicateur visuel, son changement
de couleur marquant le point de neutralisation. Les résultats sont exprimés en degrés Dornic
(°D), chaque degré correspondant a 0,1 gramme d’acide lactique contenu dans un litre de lait,

selon la méthode décrite par la norme Afnor (1986).
2. Extraction des enzymes

2.1 La Pepsine

2.1.1 Préparation des proventricules

Les proventricules sont prélevés dans une boucherie située a Ain Smara (wilaya de
Constantine). Apres récupération, ils sont incisés longitudinalement, puis soigneusement lavés
a I’eau du robinet afin d’éliminer les résidus graisseux et le contenu interne. Une fois nettoyés
(figure 20), les échantillons sont conservés a 2 °C durant toute la nuit. Le lendemain matin, ils
sont directement transportés au laboratoire de ['universit¢ dans un bain de glace pour
préserver leur qualité et éviter toute altération avant la réalisation des manipulations

expérimentales.

A

Figure 20 : Proventricule de poulet : avant incision (A) et apres incision : face intérieure (B)

face extérieure (C) (Hafid, 2021).

2.1.2 Extraction enzymatique

L’extraction de la pepsine de poulet est effectuée selon le diagramme décrit par
Bohak, (1970). Une quantité¢ de 100 g de proventricules de poulet est finement hachée a
I’aide d’un hachoir électrique. Les tissus obtenus sont ensuite transférés dans 300 ml d’une
solution de macération contenant du chlorure de sodium (NaCl) 6g, et du bicarbonate de
sodium (NaHCO:s) 2,1g, puis laissé€s en agitation pendant trois heures a température ambiante

(figure 21).
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Figure 21 : Hachage et macération sous agitation des proventricules de poulets.

A Tlissue de la macération, le mélange est filtré & 1’aide d’une compresse afin
d’éliminer les résidus solides. Le filtrat, riche en pepsinogéne est soumis a une acidification
contrdlée par ajout d’une solution d’acide chlorhydrique (HCI, 3 N), jusqu’a atteindre un pH

de 2, favorisant ainsi I’activation enzymatique du pepsinogene (figure 22).

Figure 22 : Activation du pepsinogene.

La solution a été incubée a température ambiante pendant 30 minutes, puis neutralisée

progressivement a un pH de 6,6 a I’aide d’une solution de soude (NaOH, 1 N).

Le mélange est ensuite centrifugé a froid a 3200 tours par minute pendant 30 minutes,
permettant la séparation du mucilage et des débris tissulaires (figure 23). Le surnageant
clarifi¢, correspondant a 1’extrait enzymatique actif est récupéré et conservé au congélateur

jusqu’a son utilisation.
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Figure 23 : Centrifugation de I’extrait enzymatique. A : avant la centrifugation, B : apres la

centrifugation, C : Le surnageant clarifier.
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2.1.3 Le diagramme d’extraction

Abattage, récupération et transport des proventricules (4-6°C)

Proventricules frais (100g)

3g de NaCl et 0,7g de
NaHCO3 pour 100 ml
de solution de
macération

—

Broyage et macération (3 heures) sous agitation dans 300 ml de solution de macération

Elimination des
fragments des 4==Filtration a travers deux couches de gaze

tissus 1

Extrait brut non active (pepsinogene, pH=8,52)
HCL3N |y ‘

Activation en pepsine (30 min., pH 2, a 20-25°C)
NaOH 1IN | we—pp- l

Ajustement du pH a 6,6

}

Filtration a travers deux couches de gaze

Séparation du

mucilage et des | g Clarification par centrifugation 3200RPM pendant 30min
débris tissulaires

Figure 24 : Diagramme d’extraction de la pepsine de poulet (Bohak, 1970).
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2.2 La ficine
2.2.1 Récupération du latex

La matiere premicre végétale utilisée dans ce travail est le latex, un liquide blanc et
visqueux s’écoulant des feuilles et des fruits du figuier (Ficus carica) lorsqu’ils sont séparés
de leurs tiges. Le prélévement du latex est effectué au mois d’avril dans la région d’El
Mechira, située dans la wilaya de Mila. La collecte s’est faite manuellement, par incision du
tronc de 1’arbre, et le latex frais a été recueilli dans des flacons de 15 ml (Figure 25). Apres
récolte, le latex est conservé au réfrigérateur, a une température comprise entre 2 et 4 °C, en

attendant I’extraction du systéme enzymatique.

Figure 25 : Extraction du latex a 1’aide d’une seringue sur le tronc d’un figuier.
2.2.2 Extraction de la ficine

Le latex subit une centrifugation a 5000 tours par minute pendant 20 minutes a une
température de 4°C, et trois phases sont récupérées. La phase superficielle représente les
gommes, la phase inferieurs représente les débris, alors que 1’extrait de ficine, est récupéré
dans la phase du milieu (figure 26). L’extrait enzymatique brut de la ficine, est conservé dans

des Eppendorf de 1ml, au congélateur jusqu’a son utilisation.
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La phase superficielle

La phase intermédiaire

La phase inférieure

Figure 26 : Phases du latex de figuier apres centrifugation.
2.3 Extraction de la cardosine
2.3.1 Récolte et préparation

Les fleurs de cardon (Cynara cardunculus) sont récoltées manuellement au mois de
Mai dans la région d’El Mechira, située dans la wilaya de Mila (figure 27). Les fleurs utilisées
dans cette étude sont prélevées a un stade avancé de floraison (présentant une couleur violette
foncée), a partir de capitules frais et bien développés, afin d’assurer une activité coagulante
optimale et un meilleur rendement lors de I’extraction. Une fois récoltées, les parties
extérieures et épineuses sont soigneusement éliminées. Seule la partie interne est conservée,
correspondant principalement au réceptacle floral et a la base des fleurons tubulaires,
reconnaissables par leur couleur blanche et violette. Ces structures contiennent les enzymes

coagulantes recherchées pour I’extraction de la cardosine.
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Figure 27 : Fleurs de cardon (Cynara cardunculus).
2.3.2 Extraction du systéme enzymatique

Pour extraire le systéme enzymatique des fleurs séches de cardon on utilise le
protocole décrit par Tsouli, (1974) et optimisé par Nouani et al., (2009) (figure 28). Ainsi 10
g de fleure de cardon sont broyées dans 100 ml de tampon d'acétate de sodium a 0,1 M pH 5.
Ensuite, 0,2 % d'acide borique est ajouté afin d'éviter toute prolifération de micro-organisme.
On laisse macérer pendant 24 heures a I'obscurité. Dans le but d’extraire un maximum de
matiere enzymatique 1’ensemble est congelé a -20°C pendant 6h, puis décongelé a
température ambiante sous une agitation douce pendant 1h, le liquide est ensuite centrifugé a
11000g pendant 10 minutes, le surnageant est ensuite filtré et 1’extrait brut des fleurs de

cardon est obtenu.
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Fleurs séchées de cardon (10g)

A 4

Broyage dans 100 ml d’une solution tampon d’acétate de sodium

A 4

(0,IM pH 5) + 0,2% acide borique

A 4

Macération pendant 24 h

\ 4

Congélation 6 heures a-20°C

A 4

Décongélation a température ambiante avec agitation douce

v

Centrifugation 11000 g/ 10 min

v
Surnageant

A 4

Filtration sur papier filtre

v
Extrait brut des fleurs du cardon

Figure 28 : Protocole d’obtention de I’extrait brut des fleurs du cardon (Nouani et al., 2009).
3. Caractérisation de ’activité enzymatiques des extraits
3.1 Mesure du temps de floculation

Dix ml du substrat de Berridge (pH 6,6) contenus dans un tube a essai sont maintenus
au bain Marie a 30°C. Le chronomeétre est déclenché lors de 1’ajout de 1 ml de la dilution
enzymatique. Le tube est ensuite soumis a une légére rotation, le chronomeétre est arrété des
I’apparition des premiers flocons sur la paroi du tube et le temps de floculation est noté et
employ¢ dans le calcul de I’activité coagulante. La dilution d’enzyme retenue est celle qui
donne un temps de floculation compris entre 300 et 360 secondes (Green et al., 1984),
Rappelons que la dilution de I’extrait brut de pepsine, ficine, cardosine et celle de la présure

suscitée ont servi a I’ensemble des différentes déterminations de notre étude.
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3.2 Evaluation de ’activité coagulante

L’activité coagulante qui exprime la rapidité avec laquelle I’enzyme coagule le lait, est
déterminée selon la méthode de Berridge (1995). Elle est basée sur I’évaluation visuelle de
I’apparition des premiers flocons de la coagulation du substrat du Berridge. Cette activité est
exprimée en unité d’activité coagulante (U.A.C) ou d’unité présure (UP) qui est définie par la
quantité d'enzyme contenue dans ImL de la solution enzymatique qui peut coaguler 10 ml de

substrat standard de Berridge en 100 secondes a 35°C.

La mesure du temps de coagulation correspond au temps s’écoulant entre 1’addition de
I’extrait enzymatique au substrat de Berridge, et de 1’apparition des premiers flocons de
caséines visibles a 1’ceil nu sur la paroi interne du tube inclinée, subissant un lent mouvement
rotationnel. L’activité coagulante, exprimée en Unité Présure (UP), est calculée selon

I’expression suivante :

100V
10+t=v

UA.C=

Avec :

V = volume de lait (substrat de Berridge)

10 = volume du substrat standard (10 ml)

100 = temps de coagulation du substrat standard (100 secondes).
V = volume de I’extrait d’enzyme

t = temps de floculation en secondes.

L’activité coagulante peut étre également exprimée par la force coagulante (F), donnée
en unit¢ Soxhlet (US). Elle représente le nombre de volumes de lait frais coagulé par un

volume d’extrait coagulant, pendant un temps de 40min a 35°C.

La force coagulante (F) est calculée selon la formule suivante :

2400+V

F =
T*v

Avec :

V : volume de lait ;
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v : volume de I’extrait de I’enzyme ;
T : temps de coagulation en secondes ;

2400 : temps d’incubation (40min) x 60 secondes.
2.3 Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines totales des extraits coagulants est effectué¢ en utilisant la
méthode de Lowry et al., (1951), qui repose sur la coloration bleue produite par les protéines
suite a une réaction avec le réactif de Folin et les acides aminés. L’intensité de la coloration
est directement liée a la concentration en protéines dans les extraits, déterminée a I’aide d’une

courbe étalon établie avec du sérum d’albumine bovine (BSA a 200 pg/ml) (Annexe 3).
2.4 Détermination de ’activité protéolytique

L’activité protéolytique est déterminée selon la méthode décrite par Green et
Stackpoole (1975) (Annexe 2), Cette mesure permet d’évaluer le taux de dégradation du
substrat (caséine) par I’enzyme pendant la phase primaire (phase enzymatique). Pour cela,
nous avons mesuré la concentration des produits d’hydrolyse de la caséine, solubles dans

I’acide trichloracétique (TCA) a 12 % concentration finale.

En effet, l'activité protéolytique de nos extraits enzymatiques est déterminée en
employant la caséine comme substrat. Ainsi, lorsque la cas€ine est hydrolysée par une

protéase, une quantité de tyrosine est libérée avec d'autres acides aminés.

L’activité protéolytique est mise en évidence par un dosage colorimétrique des
groupements tyrosine a I’aide du réactif de Folin-Ciocalteu selon la méthode de Lowry et al.,

(1951).

L’activité est calculée par référence a une courbe d’étalonnage établie en utilisant la

tyrosine comme standard.

Une unité de protéase (U) correspond a I’équivalent de 1 pg de tyrosine libérée en une
heure de digestion par 1 ml d’extrait enzymatique, avec comme substrat, soit la caséine, soit

I’hémoglobine (Mechakra et al., 1999).

Le mélange réactionnel consiste a mélanger 1g de caséine dans 50 ml de tampon

phosphate (0.1M, pH 7).

Un volume de 1ml de ce mélange est additionné de 1 ml d’extrait enzymatique, qui

sera ensuite bien agité et incubé au bain marie a la température de 35 pendant 20 minutes, et
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la réaction est arrétée par 1’addition de 5 ml de TCA a 5% et laissée au repos pendant

15mintes a température ambiante.

L’ensemble est alors centrifugé, et 0.5 ml du surnageant est additionné de 2,5 ml de la
solution C préparée en mélangeant un volume de 100 ml de la solution A avec un volume de 2

ml de la solution B.

La solution A est préparée en mélangeant 1g d’hydroxyde de sodium (NaOH) et 5 g de
carbonate de sodium (Na>CO3) dans 250 ml d’eau distillée.

La solution B est préparée en mélangeant 0.1 g de tartrate sodium-potassium

(CsH4KNaOe) et 0.032g de sulfate de cuivre (CuSOs) dans 10 ml d’eau distillée.

Aprées une incubation pendant 10 minutes a 35 °C, un volume de 250uL de réactif de

Folin-Ciocalteu (dilué au 1/2) sont ajoutés.

Une fois bien agité et incubé a température de 35°C pendant 20 min, une coloration

bleue apparait, et I’absorbance est alors mesurée a 660 nm.

La concentration en tyrosine des tubes, est déterminée en se référant a une courbe

d’étalonnage réalisée avec la tyrosine dans les mémes conditions expérimentales (annexe).

L’activité protéolytique, exprimée en pg/h.ml, correspond a la libération de Ipg de

tyrosine résultante de 1I’hydrolyse enzymatique par heure et dans 1mL de substrat.
A partir de D’activité protéolytique, une activité spécifique, exprimée en U/mg, est

calculée. Elle est définie comme étant le rapport entre 1’activité enzymatique et la teneur en

protéines de I’extrait enzymatique (Nouani e al., 2009).

Activité spécifique = activité enzymatique (U) / teneur en protéines (mg).

2.5 Confirmation des conditions optimales de coagulation

Pour mieux caractériser le profil coagulant de la pepsine de poulet, nous avons
procédé a 1’étude de la variation du temps de floculation en fonction des variations des
facteurs du milieu réactionnel (pH, température et concentration en CaCl2). Le temps de
floculation le plus court not¢ pour chaque parametre offre une activité coagulante plus
importante. Les valeurs de pH, de température et de concentration en CaCI2 du substrat sont

déterminées comme suit :
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Le pH a été ajusté pour les valeurs de : 5,5- 6- 6,5- 7- 7,5 et 8 avec des solutions de
HCI (0,IN) ou de NaOH (0,1 N) dans des tubes contenants chacun 10 ml de substrat de
Berridge de méme préparation et de méme température (bain Marie 30 °C). Un volume de 1
ml de chaque dilution enzymatique (pepsine de poulet ou présure) est rajouté et le temps de

floculation est déterminé (Gordin et Rosenthal, 1978).

Pour la température, des tubes contenant 10 ml de substrat de Berridge a pH 6,6 sont
incubés dans un bain Marie, ou les températures sont variées de 30°C a 65°C (intervalle de
5°C). Aprés 5 minutes d’incubation, 1 ml de chaque dilution enzymatique (pepsine de poulet

ou présure) est rajouté et le temps de floculation est déterminé (Gordin et Rosenthal, 1978).

La vérification de la concentration en CaCl2, est réalisée par la dissolution de 12
grammes du lait en poudre écrémé dans 100 ml d’eau distillée contenant de 0,008-0,01-0,015-
0,02-0,03 et 0,04 M de CaCl2. Les tubes contenant 10mL de solution a tester de pH 6,6 sont
mis dans le bain Marie (30°C) puis 1 ml de chaque dilution enzymatique (pepsine de poulet

ou présure) est rajouté et le temps de floculation est déterminé (Gordin et Rosenthal, 1978).
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Reésultats et
discussion
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1.Caractérisation physico-chimique du lait

Apres reconstitution du lait par dissolution de 12 g de poudre de lait écrémé dans

100ml d’une solution de chlorure de calcium 0,01 M.
1.1 pH

Le pH des substrats de Berridge préparés varie entre 6,6 et 6,8, avec une moyenne de
6,7. Ce résultat est en accord avec ceux de plusieurs chercheurs, notamment Kersten (1937),

qui rapporté un pH compris entre 6,4 et 6,6.
1.2 Acidité titrable

Selon Ribadeau-Dumas (1991) ainsi que Silva et Malcata (2005), I’acidité titrable
varie de 0,12 a 0,18% d’acides lactiques, soit 12 a 18°D (1°D représente 0.1g d'acide

lactique). Dans notre étude, 1’acidité obtenue varie entre 16 et 18°D.

Tableau 3 : Propriétés physico-chimiques du substrat selon Berridge

Caractéristiques Substrat de Berridge
Acidité 16,5
pH 6.67

2. Extraction des enzymes
2.1 Rendement de P’extraction
2.1.1 Pepsine

L’extrait brut de pepsine de poulet, obtenu selon le protocole appliqué, s’est présenté
sous forme d’une solution de couleur jaune clair ; un résultat comparable a celui rapporté par

Adoui (2007), et Siar (2014).

L’extraction de la pepsine a partir de 100 g de proventricules de poulet, réalisée a
I’aide de 300 ml de solution d’extraction, a permis d’obtenir en moyenne 190,80 ml d’extrait
enzymatique clarifié. Le rendement d’extraction obtenu a été estimé a 63,6 %. Ce rendement
s’est révélé proche de celui rapporté par Bentaila et Hamel (2024), évalué¢ a 61,04 %, mais

inférieur a la valeur de 78,5 % mentionnée dans 1’é¢tude de Smith et Jones (2023).
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Cela est probablement dii a la nature des proventricules utilisés, aux conditions
spécifiques d’extraction appliquées (temps, température, agitation) ou encore a la fraicheur de

la matiére premiére, qui peuvent influencer I’efficacité de 1’extraction enzymatique.
2.1.2 Ficine

L’extrait enzymatique de ficine ainsi récupéré s’est caractérisé par une couleur brun
clair, une texture visqueuse et une odeur fruitée prononcée. Ces caractéristiques ont été

confirmées par les résultats de Nouani, Dako et ces collaborateurs (2009).

Nous avons obtenu un rendement de récupération du systéme enzymatique brut a
partir du latex de figuier de 60 %, correspondant a un volume de 18 ml d’extrait de ficine pour
30ml de latex initial. Ce rendement s’est avéré proche de celui rapporté par Bentaila et
Hamel (2024), qui ont obtenu 62,5 %, bien qu’il soit resté inférieur au taux de 76,19 %

mentionné par Dahmoune et Goussem (2018).
2.1.3 Cardosine

L’extrait des fleurs de cardon que nous avons obtenu s’est présenté sous forme d’une

solution brunatre, une caractéristique également confirmée par Zikiou (2013).

Le schéma de base appliqué pour I’extraction du systéme enzymatique des fleurs de
cardon a reposé principalement sur une macération de 10 g de fleurs seéches dans 100 ml de
tampon acétate de sodium (0,1 M, pH=35). La quantit¢ moyenne de fleurs de cardon
récupérée apres séchage a été estimée a 75 g, ce qui a permis d’obtenir un volume d’extrait de
620 ml, correspondant a un rendement de 82,66 %. Zikiou (2013), a obtenu, quant a lui, un
volume de 86 ml d’extrait a partir de 10 g de fleurs seéches. Ainsi, dans notre travail, nous
avons estimé qu’une quantité de 10 g de fleurs seches a permis de produire environ 83 ml

d’extrait enzymatique, un résultat trés proche de celui rapporté par cet auteur.
2.2 Caractérisation des extraits enzymatiques

Les extraits enzymatiques obtenus apreés 1’extraction ont été caractérisés par leur
activité coagulante, leur force coagulante, leur activité protéolytique, leur activité spécifique

ainsi que leur teneur en protéines, comme présenté dans le tableau 4.
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Tableau 04 : Principales caractéristiques des enzymes extraites.

Caractéristiques

Taux de protéine

(mg/ml)

Temps de floculation

(seconds)

Activité coagulante

(UP)

Force coagulante

(UAC)

Activité spécifique

UP/mg

Activité
protéolytique

pg/ml.min
Couleur

Texture

Pepsine

20,723 mg/ml

15

6,7 UP

1/1600 US

0,0159 UP/mg

9,06 pug/ml min

Jaune claire

Liquide

Ficine

20,72 mg/ml

50 UP

1/12000 US

0,013 UP/mg

28,64 pg/ml min

Brune

Visqueuse

2.2.1 Détermination de I’activité coagulante

Cardosine

10,26 mg/ml

254

0,39 UP

1/94,48 US

0,03 UP/mg

2,02 pg/ml min

Brunatre

Liquide

Présure

4,71 mg/ml

40

2,5 UP

1/600 US

0,53 UP/mg

2,16 pg/ml min

Transparent

Liquide

Une unité de présure (1 UP ou 1 U.A.C.) correspond a la quantité d’enzyme contenue

dans 1 mL de solution capable de coaguler 10 mL de lait standard en 100 secondes, a une

température d’environ 30 °C.

L’activité coagulante de 1’extrait enzymatique brut de pepsine de poulet est estimée a

6,7 UP. Cette valeur est relativement proche de celle rapportée par Paez De Leon et al.

(1995), qui obtiennent une activité¢ de 5,52 UP, mais elle reste inférieure a celles rapportées

par Nouani et al. (2011) et Adoui (2007), avec respectivement 13,33 UP et 15,08 UP. En

revanche, elle se révele supérieure aux activités rapportées par Boughellout (2007), Bentaila
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et Hamel (2024), ainsi que Amari et Akil (2022), qui obtiennent respectivement 2,42 UP,
2UPet2,5UP.

Concernant la ficine, I’activité coagulante de son extrait brut est mesurée a 50 UP.
Cette valeur s’est avérée inférieure a celle trouvée par Siar (2014), soit 121,09 UP, mais
nettement supérieure a celles rapportées par Moussa (2021) et Kherbouche-Belkacemi

(2019), estimées respectivement a 0,36 UP et 14,53 UP.

L’extrait enzymatique de cardosine est présenté une activité coagulante de 0,39 UP,

une valeur nettement inférieure a celle rapportée par Zikiou (2013), qui était de 3,23 UP.

Quant a la présure, son activité coagulante est évaluée a 2,5 UP, un résultat inférieur a
ceux obtenus par Kherbouche-Belkacemi (2019) et Moussa (2021), qui ont rapporté
respectivement 5,33 UP et 33,21 UP.

Ainsi, parmi tous les extraits testés, la ficine s’est distinguée par une activité
coagulante nettement plus élevée (50 UP), comparée a la pepsine (6,7 UP), a la présure (2,5
UP) et a la cardosine (0,39 UP), (figure 29). Ces écarts d’activité peuvent étre expliqués par
les spécificités enzymatiques propres a chaque extrait, notamment leur origine (végétale ou
animale), leur affinité pour la caséine, ainsi que leurs conditions optimales d’action, telles que

le pH et la température.
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Figure 29 : Activité coagulante (en unités présure, UP) des différentes enzymes

testées sur lait reconstitué
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2.2.2 Détermination de la force coagulante

La force coagulante de I’extrait enzymatique de pepsine de poulet que nous obtenons
est estimée a 1/1600 US, ce qui signifie qu’un millilitre de cet extrait est capable de coaguler
1600 mL de lait en 40 minutes. Cette valeur se rapproche de celle rapportée par Amimour
(2019), évaluée a 1/1638 US, mais demeure largement inférieure a celles rapportées par Siar
(2014), Nouani et al. (2011) et Adoui (2007), estimées respectivement a 1/6041,64 US,
1/3200 US et 1/2579 US.

L’extrait enzymatique de ficine présente une force coagulante de 1/12000 US, ce qui
correspond a une valeur considérablement élevée. Toutefois, elle reste inférieure a celles
rapportées par Siar (2014) et Nouani, Dako et al. (2009), qui indiquent des forces de
1/42059,7 US et 1/40000 US respectivement. En revanche, elle se révele supérieure a celle
rapportée par Kherbouche-Belkacemi (2019), évaluée a 1/3487,2 US.

La force coagulante de la cardosine est déterminée a 1/94,49 US. Cette valeur demeure

largement inférieure a celle rapportée par Zikiou (2013), qui observe une force de 1/888 US.

La présure présente une force coagulante de 1/600 US, ce qui reste également inférieur

a la valeur de 1/1279,2 US rapportée par Kherbouche-Belkacemi (2019).

Ainsi, parmi les extraits évalués, la ficine se distingue par la force coagulante la plus
élevée (1/12000 US), confirmant son efficacité supérieure par rapport a la pepsine
(1/1600 US), a la présure (1/600 US) et a la cardosine (1/94,49 US). Cette supériorité reste
cohérente avec les propriétés intrinseques des protéases végétales, notamment leur forte

affinité pour les substrats laitiers (figure 30).
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Figure 30 : Force de coagulation (US) des différentes enzymes étudiées.

Il convient de rappeler que la force coagulante dépend de plusieurs facteurs clés,
notamment la concentration de I’enzyme, la nature et la concentration du substrat, ainsi que
les conditions environnementales telles que le pH et la température. Ces parametres

influencent de maniere significative les performances coagulantes observées.

2.2.3. Dosage des protéines des extraits enzymatiques

Selon la méthode de Lowry, et en se référant a la courbe d’étalonnage réalisée avec la
BSA dans les mémes conditions expérimentales, la teneur en protéines de chaque extrait

enzymatique est :

La teneur en protéines de D’extrait clarifi¢ de pepsine de poulet est estimée a
20,723 mg/mL. Cette valeur se rapproche de celle rapportée par Siar (2014) (20,10 mg/mL),
tout en restant nettement inférieure a la valeur élevée de 147,3 mg/mL mentionnée par

Nouani et al. (2011), et supérieure a celle obtenue par Adoui (2007) (8,77 mg/mL).

La concentration en protéines de la ficine est évaluée a 20,10 mg/mL, un résultat
comparable a celui rapport¢ par Nouani (2009) (22 mg/mL), bien qu’inférieur a la

concentration tres €levée de 150 mg/mL obtenue par Devaraj (2008).

La concentration en protéines dans 1’extrait de cardosine est estimée a 10,26 mg/mL,

une valeur inférieure a celle rapportée par Zikiou (2013), qui I’évalue a 26 mg/mL.
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Enfin, la concentration en protéines de la présure est mesurée a 4,71 mg/mL, ce qui

dépasse la valeur de 2,24 mg/mL rapportée par Kherbouche-Belkacemi (2019).

Ces résultats révelent que la pepsine de poulet et la ficine présentent des teneurs en
protéines treés proches, estimées respectivement a 20,723 mg/mL et 20,10 mg/mL, ce qui
suggere une concentration protéique équivalente dans les deux extraits. En revanche, la
cardosine affiche une teneur plus faible (10,26 mg/mL), tandis que la présure enregistre la
concentration la plus basse (4,71 mg/mL), traduisant une moindre richesse en protéines

(figure 31).
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Figure 31 : Teneur en protéines (mg/ml) des extraits enzymatiques étudiés

Cela est probablement di a la faible solubilité des protéines présentes dans I’extrait de
cardosine et de la présure, ou a un rendement d’extraction moins efficace i€ a la nature de ces

sources enzymatiques.
2.2.4. Mesure de ’activité protéolytique

Selon les résultats obtenus, I’activité protéolytique de I’extrait brut de pepsine,
exprimée par la quantité de tyrosine libérée, est estimée a 9,06 pg/mL-min. Cette valeur
demeure nettement plus faible que celle rapportée par Bentaila et Hamel (2024), qui
obtiennent 134,3 pg/mL-min, ainsi que celle mentionnée par Hafid (2021), évaluée a

52,1 ug/mL-min.
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L’activité protéolytique de 1’extrait brut de ficine est évaluée a 28,64 pg/mL-min, une
valeur bien inférieure a celles rapportées par Siar (2014) et Fadiloglu (2001), qui indiquent
respectivement 469,7 pg/mL-min et 320 pg/mL-min.

La cardosine présente une activité protéolytique de 2,02 ug/mL-min, ce qui reste

largement inférieur a la valeur rapportée par Zikiou (2013), estimée a 22,34 pg/mL-min.
Enfin, I’activité protéolytique de la présure est mesurée a 2,16 pg/mL-min, une valeur

Supérieure a celle rapportée par Kherbouche-Belkacemi (2019), évaluée a

0,2098 pg/mL-min.

Ces résultats mettent en évidence des différences marquées entre les activités
protéolytiques des enzymes testées. La ficine se distingue par ’activité la plus élevée
(28,64 pg/mL-min), suivie de la pepsine de poulet (9,06 pg/mL-min). En revanche, la
cardosine et la présure affichent des valeurs nettement plus faibles, respectivement 2,02 et
2,16 pg/mL-min. Ainsi, dans les conditions expérimentales appliquées, I’enzyme végétale
ficine se révele plus active sur le plan protéolytique que la pepsine, la cardosine et la présure

(figure 32).

w
]

28,64

w
o

N
(6]

[any
(€]

9,06

Activité spécifique UP/mg
e S

(€]

2,02 2,16

pepsine ficine cardosine présure

o

Les enzymes

Figure 32 : Activité protéolytique (Lg/ml-min) des différents extraits enzymatiques

Cela est probablement dii a la nature végétale de la ficine, connue pour sa forte activité
protéolytique intrins€éque, ainsi qu’a sa capacité a hydrolyser un large éventail de liaisons

peptidiques, contrairement aux autres enzymes testées dont I’activité est plus restreinte.
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2.2.5. Mésure de ’activité spécifique

L’activité spécifique, exprimée en unités de coagulation par milligramme de protéine
(UP/mg), correspond au rapport entre 1’activité coagulante et la teneur en protéines de chaque

extrait enzymatique.

L’extrait enzymatique de pepsine de poulet analysé a présenté une activité spécifique
de 0,0159 UP/mg, une valeur relativement proche de celle rapportée par Bentaila et Hamel
(2024), soit 0,068 UP/mg. Cependant, cette activité est restée nettement inférieure aux valeurs
mentionnées par d'autres auteurs, notamment Siar (2014) avec 0,92 UP/mg, et Nouani et ces

collaborateurs. (2011), qui ont obtenu une valeur de 1,85 UP/mg.

Par ailleurs, I’activité spécifique de 1’extrait brut de ficine est évaluée a 0,013 UP/mg,
ce qui demeure largement inférieur aux valeurs rapportées par Siar (2014) et Adoui (2007),

qui ont respectivement obtenu 3,1 UP/mg et 2,5 UP/mg.

D’autre part, I’activité spécifique de ’extrait enzymatique de cardosine est estimée a
0,03 UP/mg, une valeur également inférieure a celle obtenue par Zikiou (2013), qui est de

0,12 UP/mg.

Enfin, la présure est présente une activité spécifique de 0,53 UP/mg, une valeur
nettement inférieure a celle rapportée par Kherbouche-Belkacemi (2019), qui s’¢levait a

12,59 UP/mg.

Les résultats montrent que 1’activité spécifique la plus élevée est observée chez la
présure microbienne (0,53 UP/mg), suivie par la cardosine (0,03 UP/mg). La pepsine de
poulet présente une activité intermédiaire (0,0159 UP/mg), tandis que la ficine affiche la

valeur la plus faible (0,013 UP/mg) (figure 33).
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Figure 33 : Activité spécifique (UP/mg) des différentes enzymes coagulantes testées

Cela est probablement di aux différences dans la composition des extraits bruts
utilisés, notamment en termes de richesse en enzymes coagulantes actives. L’extrait de
présure microbienne semble naturellement plus concentré en protéases spécifiques, tandis que
les extraits de pepsine, de ficine et de cardosine contiennent probablement d'autres protéines

non coagulantes qui diluent leur activité spécifique.
2.2.6 Détermination des conditions optimales de coagulation

Dans ce test, nous avons utilisé des dilutions enzymatiques sélectionnées de maniére a
obtenir un temps de floculation compris entre 300 et 360 secondes. Ces dilutions ont été
déterminées apres plusieurs essais préliminaires, visant a identifier la concentration
enzymatique adéquate pour chaque extrait. Nous n’avons donc pas utilisé les extraits bruts.
Ce choix s’est appuyé sur les recommandations de Green (1984), qui préconise d’ajuster les
dilutions enzymatiques afin de standardiser le temps de floculation entre 300 et 360 secondes
(tableau 5). Cette approche permet un meilleur contrdle des conditions expérimentales et

facilite la comparaison entre les différentes enzymes.
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Tableau 5 : Dilutions optimales des enzymes pour un temps de floculation ciblé entre 300 et
360 secondes

Enzymes Dilution Temps de floculation en
seconde
Pepsine 2 % (v/v) 300
Ficine 58,82 % (v/v) 342
Cardosine 0,129 % (v/v) 345
Présure 6,67 % (v/v) 355

2.2.6.1 Influence de la température

L’effet de la température du lait sur I’activité coagulante des extraits enzymatique est
étudié¢ et déterminé par la mesure du temps de floculation a différentes températures

d’incubation (de 30 a 65 °C), avec un intervalle de 5 °C et un pH de 6,6.
1/ Effet de la température sur I’activité coagulante de la pepsine de poulet

La variation du temps de floculation du lait reconstituer par la pepsine en fonction de

la température est présentée dans la figure 34.
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Figure 34 : Effet de la variation de la température sur la floculation du lait par la pepsine.
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Trois zones distinctes ont pu étre identifiées en fonction de I’évolution du temps de
floculation et de I’activité coagulante. La premiére zone, située entre 30 °C et 35 °C, a montré
des temps de floculation relativement ¢élevés (de 444 s a 284 s), traduisant une activité
coagulante encore faible, allant de 0,23 a 0,30 UP. Dans la deuxiéme zone, correspondant a
I’intervalle de température de 40°C a 55°C, une diminution progressive du temps de
floculation (de 285s a 175s) est observée, accompagnée d’une augmentation nette de
I’activité coagulante, avec un pic de 0,57 UP enregistré a 55 °C. Enfin, dans la troisiéme zone,
au-dela de 60 °C, le temps de floculation a de nouveau augmenté (207 s a 60 °C et 334 s a
65 °C), ce qui s’est traduit par une baisse de 1’activité enzymatique, tombant a 0,48 puis a
0,30 UP. Cette perte d’efficacité est probablement liée a une dénaturation thermique de la

pepsine.

Dans nos conditions expérimentales, les résultats obtenus ont confirmé que 1’activité
enzymatique de la pepsine de poulet est fortement influencée par la température. Celle-ci est
augmenté avec 1’élévation thermique jusqu’a un seuil optimal de 55 °C, au-dela duquel une
diminution progressive de I’activité est constatée. L’activité coagulante maximale est atteinte

a 55 °C, avec un temps de floculation de 175 s correspondant a 0,57 UP.

Des résultats similaires ont été rapportés par Aouissi et Brinet (2016), qui ont observé
une activité optimale a 55 °C sur le substrat de Berridge. Krid (2013) a ¢galement indiqué un
intervalle optimal situé entre 50 °C et 65 °C, soulignant une efficacité particuliére de I’enzyme
dans cette plage pour la coagulation du lait. Ces observations concordent avec celles de
Gordin et Rosenthal (1977), qui ont situ¢ I’activit¢ maximale entre 45 °C et 55 °C, ainsi
qu’avec les travaux de Cogan et ces collaborateurs (1982), qui ont rapporté une température
optimale avoisinant 55 °C pour la pepsine de poulet. Cette efficacité pourrait étre attribuée a
un dépliement partiel de la structure tridimensionnelle du substrat, facilitant 1’acceés de

I’enzyme a ses sites catalytiques et accélérant la phase enzymatique du processus coagulant.

Amari et Akil (2022) ont également confirmé une activité ¢levée de la pepsine entre
50 °C et 60 °C, suivie d’une chute marquée au-dela de 65 °C. Des données similaires ont été
rapportées par Adoui (2007), qui a signalé une inactivation progressive de I’enzyme a partir
de cette température. Toutefois, Bentaila et Hamel (2024) ont estimé que la température
optimale de coagulation se situe entre 45°C et 50°C, tandis que Nouani est ces
collaborateurs (2011), ont observé une inactivation totale de la pepsine dés 55 °C, indiquant

une variabilité possible liée a la méthode ou a I’origine enzymatique.
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2/ Influence de la température sur I’activité coagulante de la ficine

Les variations du temps de floculation du lait reconstituer par la ficine en fonction de

la température sont représentées dans la figure 35.
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Figure 35 : Effet de la variation de la température sur la floculation du lait par la ficine

Une nette diminution du temps de floculation est observée entre 30 °C (394 s, soit
0,25 UP) et 60 °C (31 s, soit 3,23 UP), traduisant une augmentation progressive de I’activité
coagulante de la ficine. L’activité maximale est atteinte a 60 °C. Au-dela de cette température,
une légere augmentation du temps de floculation est enregistrée a 65 °C (40 s, soit 2,5 UP),
suggérant un début d’inactivation thermique de 1’enzyme. Ces résultats ont mis en évidence
une excellente efficacité coagulante de la ficine ainsi qu’une bonne stabilité thermique jusqu’a

60 °C.

Ces observations sont en accord avec celles rapportées par plusieurs auteurs. Devaraj
est ces collaborateurs (2008), ainsi que Sugiura et Sasaki (1974), ont observé une activité
enzymatique maximale de la ficine dans un intervalle de température compris entre 50 °C et
65 °C. Des résultats similaires ont également été rapportés par Fadiloglu (2001) et Gagaoua

est ces collaborateurs (2014), qui ont situé I’optimum d’activité coagulante autour de 60 °C.
3/ Effet de la température sur ’activité coagulante de la cardosine

Les variations du temps de floculation du lait reconstituer par la cardosine en fonction

de la température sont présentées dans la figure 36.
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Figure 36 : Effet de la variation de la température sur la floculation du lait par la cardosine.

La courbe obtenue est mise en évidence une amélioration progressive de 1’activité
coagulante de la cardosine avec 1’¢lévation de la température. Le temps de floculation a
diminué de maniére régulicre, passant de 690 s a 30 °C (soit 0,14UP) & un minimum de 12s a
65 °C (soit 8,33UP), traduisant ainsi une nette augmentation de D’efficacité enzymatique.
Cette évolution continue, sans manifestation d’inactivation thermique, est suggéré que la

cardosine conserve une grande stabilité et atteint son activité maximale a haute température.

Les résultats obtenus ont montré que [’activit¢ coagulante de la cardosine est
fortement influencée par la température, avec un optimum marqué a 65 °C. Ce résultat s’est
révélé proche de celui rapporté par Zikiou (2024), qui a observé une activité coagulante
maximale a 60 °C pour I’extrait brut de fleurs de cardon. Ces observations sont également en
accord avec les travaux de Roseiro est ces collaborateurs (2003), Sidrach est ces
collaborateurs (2005), Chazzarra est ces collaborateurs (2007), ainsi que Claverie et
Hernandez (2007), qui ont souligné que les protéases d’origine végétale présentent
généralement une thermo stabilit¢ élevée, avec des températures optimales d’activité

nettement supérieures a celles des enzymes d’origine animale.
2/ Influence de la température sur I’activité coagulante de la présure

Les variations du temps de floculation du lait reconstituer par la présure en fonction de

la température sont présentées dans la figure 37.
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Figure 37 : Effet de la variation de la température sur la floculation du lait par la présure.

Une diminution progressive du temps de floculation est observée entre 30 °C (752 s,
soit 0,13 UP) et 60 °C (145 s, soit 0,69 UP), indiquant une augmentation réguli¢re de 1’activité
coagulante de la présure. Toutefois, a 65 °C, le temps de floculation a de nouveau augmenté
pour atteindre 270 s (soit 0,37 UP), traduisant une baisse notable de 1’activité enzymatique,

probablement liée a un début de dénaturation thermique.

Dans nos conditions expérimentales, la température optimale de la présure est
déterminée a 60 °C, a laquelle I’enzyme est atteint sa meilleure performance. Krid (2013) a
également indiqué un intervalle optimal de température situé entre 50°C et 65°C. La
diminution d’activité enregistrée au-dela de cette plage est vrai semblablement due a une

dénaturation partielle de I’enzyme, un phénoméne bien documenté¢ dans la littérature.

Selon Lucey (2002), la température optimale de coagulation de la présure est
d’environ 45 °C a pH 6,6, avec une augmentation du taux d’agrégation des micelles jusqu’a
un seuil au-dela duquel I’enzyme perd progressivement sa stabilité. Par ailleurs, les travaux de
Gordin et Rosenthal (1977) ont montré que ’activité coagulante maximale de la pepsine de

poulet et de la présure est atteinte dans un intervalle compris entre 45 °C et 55 °C.

5/ Comparaison de I’effet de la température sur I’activité coagulante des enzymes

L’analyse comparative de 1’effet de la température sur 1’activité coagulante des quatre
enzymes révele des différences marquées en termes d’efficacité et de stabilité thermique

(figure 38).
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Figure 38 : Influence de la température du lait sur 1’activité coagulante de la pepsine, ficine,

cardosine, présure.

L'effet de la température sur l'activité coagulante montre des différences notables entre
les extraits enzymatiques étudiés. La cardosine présente une nette augmentation de son
activité avec la température, atteignant un maximum a 65 °C avec un temps de floculation treés
court de 12 s, correspondant a une activité de 8,33 UP. La ficine atteint son optimum a 60 °C,
avec un temps de floculation de 31s, soit une activité coagulante de 3,23 UP. La pepsine
montre une activit¢ maximale a 55 °C, avec un temps de floculation de 175 s, équivalant a
0,57 UP, avant de décroitre a des températures plus €levées. Quant a la présure, son activité
coagulante reste faible tout au long de la gamme de température, avec un maximum observe a
60 °C temps de floculation de 145 s, soit 0,69 UP, ce qui indique une efficacité modérée dans

ces conditions.
2.2.6.2 Influence du pH

L’effet du pH du lait (substrat de Berridge) sur I’activité coagulante des extraits
enzymatiques a été étudié en mesurant le temps de floculation a différentes valeurs de pH. Le
pH du lait est ajusté aux valeurs suivantes : 5,5 ; 6,0 ; 6,5 ; 7,0 ; 7,5 et 8,0. La température

d’incubation a été fixée a 30 °C.
1/ Influence du pH sur I’activité coagulante de la pepsine

Les variations du temps de floculation du lait reconstitué par la pepsine en fonction du

pH sont présentées dans la figure 39.
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Figure 39 : Effet de la variation du pH sur la floculation du lait par la pepsine

La courbe obtenue est montrée que l’activité coagulante de la pepsine de poulet a
diminué fortement avec ’augmentation du pH. A pH 5,5, I’activité maximale est enregistrée
avec un temps de floculation de 60's, correspondant a 1,66 UP. A mesure que le pH est
augmentg, le temps de floculation s’est allongé, atteignant 3605 s a pH 8,0, soit une activité
trés faible de 0,03 UP. Ces résultats ont confirmé que la pepsine est particulierement active en
milieu acide, mais qu’elle perd progressivement son efficacité a mesure que le milieu devient

neutre ou basique.

Ces observations sont en accord avec les travaux de Gordin et Rosenthal (1977), qui
ont montré que la diminution du pH du substrat entraine un raccourcissement significatif du
temps de coagulation. Bentaila et Hamel (2024), ont également rapporté une activité
maximale de 0,77 UP a pH 5,5. De leur c6té, Aouissi et Brinet (2016) ont trouvé un pH
optimal de 5,8 pour I’activité coagulante de la pepsine de poulet. Amari et Akil (2022) ont
observé une activité maximale de 40 UP a pH 5,0, suggérant que ce pH représente 1’optimum
pour la pepsine de volaille. Adoui (2007), quant a lui, a souligné que la pepsine est d’autant

plus active que le pH est bas.

Par ailleurs, Gordin et Rosenthal (1978), ainsi que El-Abbassy et Wahba (1988),
ont ¢galement mis en évidence 1’effet favorable d’un abaissement du pH du lait sur ’activité

coagulante de la pepsine de poulet, renfor¢ant ainsi nos observations expérimentales.
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2/ Effet du pH sur P’activité coagulante de la ficine

Les variations du temps de floculation du lait reconstituer par la ficine en fonction du

pH sont présentées dans la figure 40.
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Figure 40 : Effet de la variation du pH sur la floculation du lait par la ficine.

Lorsque le pH est augmenté de 5,5 a 8,0, le temps de floculation s’est allongé de
manicre significative, traduisant une diminution progressive de ’activité coagulante de la
ficine. Le temps de floculation le plus court est observé a pH 5,5 (97s), avec une activité
maximale de 1,03 UP, indiquant que le pH optimal se situe a cette valeur. Au-dela de ce seuil,
une baisse marquée de l’activité est constatée : 166s a pH 6,0 (0,60 UP), 400s a pH 6,5
(0,25 UP), jusqu’a 3580 s a pH 8,0, ou I’activité coagulante est devenue tres faible (0,03 UP).

Dans nos conditions expérimentales, I’optimum d’activité coagulante est atteint a
pH 5,5. Ce résultat est en accord avec celui rapporté par Bentaila et Hamel (2024), qui ont
¢galement observé un optimum a pH 5,5, avec une activité de 98,18 UP. D’autres auteurs, tels
que Fadiloglu (2001), Nouani est ces collaborateurs (2009) et Siar (2014), ont également

estimé que le pH optimal pour I’activité coagulante de la ficine se situe autour de 5.

L’optimum observé a pH 5,5 suggere que la ficine est plus efficace en milieu
légerement acide. En effet, la baisse du pH favorise I’affinité de I’enzyme pour les micelles de

caséine, ce qui accélere la vitesse de la réaction enzymatique (Fadiloglu, 2001).
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3/ Effet du pH sur P’activité coagulante de la cardosine

Les variations du temps de floculation du lait reconstituer par la cardosine en fonction

du pH sont présentées dans la figure 41.
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Figure 41 : Effet de la variation du pH sur la floculation du lait par la cardosine.

L’analyse de la courbe est montrée une diminution nette de 1’activité coagulante de la
cardosine avec 1’¢lévation du pH, traduisant une perte progressive d’efficacité enzymatique.
En effet, le temps de floculation est augmenté de maniere réguli¢re, passant de 75s a pH 5,5
(soit 1,33 UP) a 1510s a pH 8,0 (soit 0,06 UP). Le pH optimal est identifi¢ a 5,5, valeur a

laquelle I’activité coagulante est atteinte son maximum.

Ces résultats ont confirmé que la cardosine est plus active en milieu acide, avec un
optimum clairement observé a pH 5,5. Ces observations sont trés proches de celles rapportées
par Zikiou (2024), qui a mis en évidence une activité coagulante maximale de I’extrait brut de
fleurs de cardon a pHS5. Par ailleurs, Claverie et Hernandez (2007), ont montré que les
enzymes d’origine végétale extraites du cardon conservent leur efficacit¢ dans des milieux

acides, notamment dans une plage de pH comprise entre 3 et 5.
4/Effet du pH sur Pactivité coagulante de la présure

Les variations du temps de floculation du substrat de Berridge par la présure en

fonction du pH sont illustrées dans la figure 42.
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Figure 42 : Effet de la variation du pH sur la floculation du lait par la présure.

L’activité coagulante de la présure est maximale en milieu acide, avec un temps de
floculation minimal enregistré a pHS5,5 (1445, soit 0,69 UP). A mesure que le pH est
augmenté, ’efficacité de I’enzyme est diminuée progressivement, atteignant un temps de

floculation de 3614 s a pH 8,0, ce qui correspond a une activité tres faible de 0,03 UP.

Dans notre étude, l’extrait enzymatique de la présure est montré une activité
coagulante optimale en milieu acide, ce qui est en parfait accord avec les résultats de
Kherbouche-Belkacemi (2019), qui a rapporté une efficacit¢ maximale a pH 5,5, suivie
d’une forte diminution au-dela de pH 7. En revanche, Krid (2013) a situé¢ I’optimum de pH de

la présure dans une plage légérement plus élevée, entre 6,2 et 6,6.

Par ailleurs, plusieurs auteurs, tels que Castillo est ces collaborateurs (2000), Lucey
(2002) et Mishra est ces collaborateurs (2005), ont indiqué que le pH optimal de 1’action de
la présure sur le lait se situe autour de 6,0, ce qui confirme que la présure est plus performante

dans un environnement légérement acide.

5/ Comparaison de I’effet du pH sur ’activité coagulante des enzymes

L’analyse comparative de I’effet du pH sur I’activité coagulante des quatre enzymes
(la pepsine de poulet, la ficine, la cardosine et la présure) es révélé que leur efficacité dépend
fortement de 1’acidité du milieu. Pour I’ensemble des extraits testés, une activité coagulante
maximale est observée en conditions acides, notamment autour de pH 5,0 a4 5,5. Au-dela de
cette zone, une diminution progressive de I’activité est enregistrée, accompagnée d’un

allongement significatif des temps de floculation (figure 43).
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Figure 43 : Influence de la variation du pH du lait sur I’activité coagulante de la pepsine,

ficine, cardosine, présure.

La pepsine, la cardosine, la ficine et la présure ont toutes présenté une activité
optimale a pH 5,5 avec une activité coagulante respectivement (1,67UP), (1,33UP), (1,03UP)
et (0,69UP) confirmant ses fortes affinités pour les milieux acides. Ces résultats confirment
que les enzymes d’origine animale végétale (ficine, cardosine), la pepsine et la présure,
partagent une sensibilit¢ commune a 1’alcalinité, bien que les enzymes végétales conservent

parfois une activité résiduelle a des pH plus ¢élevés.

Ainsi, 1l ressort que 1’environnement acide est favorable a I’activité coagulante des
quatre enzymes ¢étudiées, ce qui souligne I’importance du controle du pH dans les applications

technologiques de la coagulation enzymatique du lait.
2.2.6.3 Influence de la concentration en CaCl2

L’effet de la concentration en CaCl: sur [’activité coagulante des extraits
enzymatiques est ¢tudié en mesurant le temps de floculation du lait reconstituer a différentes
concentrations en CaCl: (0,008 ; 0,01 ; 0,015 ; 0,02 ; 0,03 ; 0,04 M). La température
d’incubation est fixée a 30 °C et le pH a 6,6.

1/ Influence de la concentration en CaCl2 sur ’activité coagulante de la pepsine

Les variations du temps de floculation du substrat de Berridge par la pepsine en

fonction de la concentration en chlorure de calcium sont présentées dans la figure 44.
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Figure 44 : Effet de la concentration en CaCl. sur le temps de floculation du lait par la

pepsine.

Une diminution progressive du temps de floculation est observée avec
I’augmentation de la concentration en CaClz, passant de 430 s a 0,008 M (soit 0,23 UP) a
196s a 0,04 M (soit 0,51 UP). Cette tendance a mis en évidence une amélioration
constante de I’activité enzymatique, traduisant une meilleure efficacité de la pepsine en
présence de calcium. En facilitant ’agrégation des micelles de caséine, le CaCl. a réduit le
temps nécessaire a la formation du caillé. L’activité coagulante maximale est atteinte a
0,04 M, ou le temps de floculation le plus court (196 s) correspondait a une activité¢ de

0,51 UP.

Ce comportement a également été observé par Bentaila et Hamel (2024), qui ont
mis en évidence une augmentation progressive de I’activité coagulante de la pepsine de
poulet en fonction de la concentration en CaClz, avec un optimum a 0,04 M. Gordin et
Rosenthal (1977), ont souligné que 1’activité coagulante enzymatique dépend directement
de la concentration en calcium, et que des teneurs élevées en CaCl: réduisent
significativement le temps de coagulation tout en augmentant I’efficacité enzymatique. Il
a ét¢ démontré que I’activité de la pepsine de poulet, tout comme celle de la présure, est

fortement stimulée dans une plage de concentrations comprise entre 0,015 M et 0,025 M.

Cependant, a faibles concentrations, ’activité coagulante de la pepsine semble
plus inhibée que celle de la présure. Cet effet pourrait étre 1i¢ a une élévation locale du pH

du substrat induite par le CaCl.. Noel et ces collaborateurs (1989), ont précisé que I’ajout
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de CaCl,, méme sans modification apparente du pH, n’influence pas directement
I’hydrolyse enzymatique, mais qu’il accélere [’étape d’agrégation des micelles,

intervenant ainsi dans la phase secondaire de la coagulation.

De nombreux auteurs (Tarodo de la Fuente et Alais, 1975 ; Gastaldi et al., 1994
; Lucey, 2002 ; Najera et al., 2002 ; Lagaude et al., 2004) ont confirmé que le calcium
réduit le potentiel de surface des micelles, diminue les forces de répulsion électrostatique
entre elles, et favorise la formation d’un gel ferme par I’établissement de ponts calciques

entre les chaines de caséines.

Toutefois, Baumy et Brulé (1986), ainsi que McMahon est ces collaborateurs
(1984), ont signalé qu’un excés de calcium (> 0,1 M) peut avoir un effet inhibiteur sur la
coagulation, en saturant la surface des micelles, ce qui empéche la formation d’un réseau

stable.
1/ Influence de la concentration en CaCl2 sur ’activité coagulante de la ficine

Les variations du temps de floculation du lait reconstituer par la ficine en fonction de

la concentration en CaCl. sont présentées dans la figure 45.
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Figure 45 : Effet de la concentration en CaCl. sur le temps de floculation du lait par la ficine.

Une augmentation du temps de floculation est observée jusqu’a une concentration de
0,015 M en CaCl, atteignant 580 s (soit 0,17 UP), ce qui traduit une inhibition temporaire de
I’activité enzymatique. Au-dela de cette concentration, le temps de floculation est diminué

nettement, et 1’activité coagulante s’est progressivement améliorée pour atteindre 0,63 UP a
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0,04 M (158 s). Ces résultats suggerent que de faibles concentrations de CaCl. ne permettent
pas de stabiliser suffisamment les micelles de caséine, tandis qu'une concentration plus élevée
(>0,02 M) favorise efficacement 1’agrégation et accélére le processus de coagulation

enzymatique par la ficine.

Cette tendance est en accord avec les observations de Bentaila et Hamel (2024), qui
ont mis en évidence une augmentation progressive de ’activité coagulante de la ficine avec la
concentration en chlorure de calcium, atteignant un optimum de 143,15UP a 0,04 M.
Toutefois, cette valeur est supérieure a celle rapportée par Nouani, Dako est ces
collaborateurs (2009), qui ont estimé I’optimum a 0,02 M. Kherbouche-Belkacemi (2019) a
¢galement confirmé que 1’ajout de CaCl. améliore 1’activité coagulante de la ficine brute, avec

une efficacité maximale observée a 0,05 M.

Par ailleurs, Fliieler et Puhan (1978), ainsi que Gastaldi est ces collaborateurs
(1994), ont souligné que I’ajout de CaCl. induit une baisse du pH local, ce qui favorise

I’agrégation des micelles de caséine et contribue a I’amélioration du processus de coagulation.

Dans nos conditions expérimentales, la concentration optimale de CaClz pour ’activité
coagulante de la ficine brute est identifiée a 0,04 M, correspondant a un temps de floculation
réduit (158 s) et a une activité coagulante de 0,63 UP, traduisant un bon pouvoir coagulant

dans ces conditions.

3/ Influence de la concentration en CaCl2 sur P’activité coagulante de la cardosine

Les variations du temps de floculation du lait reconstituer par la cardosine en fonction

de la concentration en CaCl. sont représentées dans la figure 46.
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Figure 46 : Effet de la concentration en CaCl. sur le temps de floculation du lait par la

cardosine.

L’analyse des résultats est montrée une amélioration progressive de ’activité
coagulante de la cardosine avec I’augmentation de la concentration en chlorure de calcium. Le
temps de floculation est diminué¢ de 1350s a 0,01 M (soit 0,07 UP) a 604 s a 0,04 M (soit
0,17 UP), traduisant une activité enzymatique plus élevée. L’activité la plus faible est
observée aux concentrations comprises entre 0,008 M et 0,015 M, ou les temps de floculation

sont restés supérieurs a 1200 s, indiquant une faible efficacité coagulante.

Ces résultats ont mis en évidence que la cardosine devient nettement plus active a
partir d’'une concentration de 0,02 M, et que la concentration optimale en CaCl., dans les

conditions expérimentales de cette étude, a été atteinte a 0,04 M.

Ce comportement différe de celui rapporté par Zikiou (2024), qui a constaté une
activité coagulante maximale de 1’extrait brut de fleurs de cardon a une concentration plus
faible, soit 0,02 M de CaCl.. Cette différence pourrait étre liée a des variations dans les

conditions d’extraction, de substrat ou de température appliquées dans les deux études.

4/ Influence de la concentration en CaCl2 sur P’activité coagulante de la présure

Les variations du temps de floculation du lait reconstituer par la présure en fonction de

la concentration en CaCl: sont illustrées dans la figure 47.
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Figure 47 : Effet de la concentration en CaCl. sur le temps de floculation du lait par la

présure.

L’augmentation progressive de la concentration en chlorure de calcium est entrainée
une diminution marquée du temps de floculation, passant de 2909 s a 0,008 M (soit 0,03 UP) a
552s a 0,04 M (soit 0,18 UP). Cette ¢évolution est traduite une amélioration progressive de
’activité coagulante de la présure, le CaCl2 joue un rdle essentiel dans 1’agrégation des
micelles de caséine. L’activité enzymatique est atteinte son maximum a 0,04 M, avec un
temps de floculation minimal et une unité présure maximale, traduisant une efficacité

optimale dans ces conditions expérimentales.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Kherbouche-Belkacemi (2019),
qui a observé une augmentation significative de 1’activité coagulante de la présure en fonction
de la concentration en CaCl.. Plusieurs auteurs (Balcones et al., 1996 ; Montilla et al., 1995 ;
Storry et al., 1983 ; Tervala et al., 1986), ont ¢galement montré que 1’addition d’ions Ca*

réduit le temps de coagulation du lait présuré.

Selon Gordin et Rosenthal (1977), Dactivité coagulante enzymatique dépend
directement de la concentration en chlorure de calcium. A des concentrations élevées, le
CaCl. réduit efficacement le temps de coagulation et renforce 1’activité enzymatique. Il a été
démontré que I’activité de la présure, tout comme celle de la pepsine de poulet, est fortement
accrue a des concentrations comprises entre 0,015M et 0,025 M. Toutefois, a faibles
concentrations, 1’activité coagulante de la pepsine est plus inhibée que celle de la présure, un

effet qui pourrait étre li¢ a une élévation locale du pH du substrat induite par le CaCl..
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5/ Comparaison de I’effet du CaCl: sur I’activité coagulante des enzymes

L’analyse comparative de 1’effet du CaCl. sur D’activité coagulante des enzymes
pepsine, ficine, cardosine et présure est révélé que 1’augmentation de la concentration en
calcium améliore globalement [I’efficacité coagulante de 1’ensemble des extraits
enzymatiques. Pour toutes les enzymes testées, une diminution progressive du temps de
floculation est observée entre 0,008 M et 0,04 M, traduisant une amélioration de leur activité

(figure 48).
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Figure 48 : Influence de la variation de concentration en CaCl2 du lait sur ’activité

coagulante de la pepsine, ficine, cardosine, présure.

L’augmentation de la concentration en CaCl: entraine une €lévation progressive de
I’activité coagulante pour les quatre enzymes étudi¢es. La ficine montre la réponse la plus
marquée, passant de 0,26 a 0,63 UP, traduisant une forte sensibilité au calcium. La pepsine
suit une tendance croissante modérée (de 0,23 a 0,51 UP), avec un saut notable a 0,04 M. En
comparaison, la présure et la cardosine présentent des activités plus faibles mais stables,
atteignant respectivement 0,18 UP et 0,16 UP a la concentration maximale. Ces résultats

soulignent l'effet activateur du CaCl: sur le pouvoir coagulant, particulierement pour la ficine.

Dans notre étude, I’effet activateur du chlorure de calcium sur 1’activité coagulante est
clairement visible pour 1’ensemble des enzymes, avec une réponse particulierement marquée
chez la ficine, qui atteint les niveaux d’activité les plus élevés. La pepsine montre également
une bonne réactivité au calcium, tandis que la cardosine et la présure affichent une

progression plus modérée mais constante. Ces résultats confirment le réle crucial du CaCl.
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dans la stabilisation des micelles de caséine et 1’activation des systémes enzymatiques

coagulants.
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Conclusion :

Dans le cadre de la recherche de substituts enzymatiques a la présure commerciale
pour des applications industrielles, cette étude s’est intéressée a 1’évaluation du pouvoir
coagulant de plusieurs enzymes d’origines diverses végétale (ficine et cardosine) et animale

(pepsine de poulet).

L’objectif de cette étude est d’analyser les propriétés des trois agents coagulants
extraits comparativement a la présure de référence. Pour ce faire, notre démarche
méthodologique s’est articulée autour de deux étapes principales. La premiére a consisté en la
collecte des matieres premicres riches en systémes enzymatiques d’intérét, suivie de
I’extraction des enzymes coagulantes. La seconde étape a porté sur la caractérisation des
extraits enzymatiques a travers la mesure de 1’activité et de la force coagulante, la teneur en
protéines, 1’activité protéolytique, ainsi que la détermination des conditions optimales

d’activité (pH, température et concentration en CaClz).

L’¢étude a permis de mettre en évidence les caractéristiques des enzymes analysées, a

savoir :

L’extrait clarifi¢ de pepsine avec une activité coagulante de 6,7 UP, un temps de
floculation d’environ 15 secondes et une force coagulante de 1/12000 UAC. La teneur en

protéines est de 20,723 mg/ml, avec une activité protéolytique estimée a 9,06 pg/ml-min.

L’extrait de ficine présente une activité coagulante ¢élevée de 50 UP, un temps de
floculation treés court d’environ 2 secondes, et une force coagulante équivalente a 1/12000
UAC. Sa teneur en protéines est de 20,72 mg/ml, et son activité protéolytique atteint 28,64

pg/ml-min.

L’extrait de cardosine affiche une activité coagulante faible de 0,39 UP, un temps de
floculation long de 254 secondes et une force coagulante de 1/94,49 UAC. La teneur en

protéines est de 10,26 mg/ml et son activité protéolytique est estimée a 2,02 pg/ml-min.

La présure montre une activité coagulante modérée de 2,5 UP, un temps de floculation
de 40 secondes et une force coagulante de 1/600 UAC. Elle a une faible teneur en protéines

(4,71 pg/ml) mais une activité protéolytique de 2,16 pg/ml-min.

Les résultats obtenus sur I’impact des variations de température, de pH et de la
concentration en CaCl. sur la coagulation enzymatique sont trés intéressants. En effet, le pH

optimal de coagulation s’est avéré acide pour I’ensemble des enzymes testées est estimé a 5,5.
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Conclusion

Concernant la température optimale de coagulation, des différences notables ont été observées
: la coagulation induite par la pepsine atteint son maximum a 55 °C, tandis que celle de la
présure et la ficine est optimale a 60 °C. Pour la cardosine, I’optimum est plus élevé est
d’environ 65°C. En ce qui concerne la concentration en chlorure de calcium (CaClz),

I’ensemble des enzymes présentent un optimum commun, fixé a 0,04 M.

Pour conclure, les résultats obtenus sont particuliérement encourageants, car ils
démontrent la possibilité de produire des extraits enzymatiques a partir de matieéres premieres
locales, encore peu exploitées, pouvant constituer une alternative viable a la présure
commerciale dans 1’industrie fromagere. Cette perspective reste conditionnée a 1’adaptation

des protocoles expérimentaux a une échelle semi-industrielle voire industrielle.

Dans le cadre des perspectives, il serait pertinent d’enrichir ce travail par des

recherches complémentaires, notamment en explorant :

- L’optimisation des conditions d’extraction en vue d’améliorer le rendement.

- L’analyse des différents facteurs pouvant influencer le processus d’extraction
enzymatique, afin d’en améliorer la qualité et 1’efficacité.

- La purification des enzymes extraites, ouvrant ainsi la voie a de nouvelles
applications potentielles.

- L’utiliser de ces extraits enzymatiques dans la fabrication de différents types

de fromages.
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Résumé

Ce travail de recherche s’inscrit dans une démarche scientifique articulée autour de
deux axes complémentaires. D une part, il vise 1’étude approfondie de certaines propriétés
physico-chimiques du lait utilis¢ comme substrat de coagulation. D’autre part, il s’intéresse a
la collecte et a I’extraction de systémes enzymatiques issus de diverses sources biologiques

présentant un intérét technologique potentiel.

Les sources enzymatiques explorées comprennent les proventricules de poulet, riches
en pepsine (protéase d’origine animale), le latex de figuier (Ficus carica) contenant la ficine,
les fleurs de chardon (Cynara cardunculus) fournissant la cardosine et la présure. L’objectif
poursuivi est 1’identification d’une alternative locale a la présure commerciale importée,

largement utilisée dans la fabrication fromagere.

La caractérisation des extraits enzymatiques a été réalisée par la détermination de
I’activité coagulante et de la force de coagulation, évaluées a partir du temps de floculation du
lait. Les essais ont été effectués sur du lait reconstitu¢, en faisant varier certains parametres

physico-chimiques clés, notamment le pH, la température et la concentration en CaCl..

Les résultats expérimentaux indiquent que la ficine présente 1’activité coagulante la
plus ¢élevée (50 UP) ainsi qu’une forte activité protéolytique (28,64 pg/ml-min), bien que sa
force coagulante reste modérée (1/12000 US). La présure se distingue par une activité
spécifique remarquable (0,53 UP/mg) et une force coagulante relativement élevée (1/600 US),
malgré une activit¢ coagulante modérée (2,5 UP) et une faible activité protéolytique
(2,16 pg/ml-min). La pepsine de poulet montre des caractéristiques intermédiaires, avec une
activité coagulante de 6,7 UP, une activité spécifique de 0,0159 UP/mg et une concentration
protéique importante (20,723 mg/ml). En revanche, la cardosine affiche les performances les
plus faibles, avec une activit¢ coagulante de 0,39 UP, une force de coagulation trés basse

(1/94,49 US) et une activité protéolytique réduite (2,02 pug/ml-min).

Mots-clés : Extraction enzymatique, coagulation du lait, pepsine, ficine, cardosine,

présure, lait reconstitué, force coagulante, activité coagulante, activité protéolytique.



Abstract

This research is part of a dual, complementary approach. Firstly, it focuses on
assessing specific physicochemical properties of milk used as a coagulation substrate.
Simultaneously, it involves the collection and extraction of enzymatic systems from various

biological sources with potential technological interest.

These sources include chicken proventriculi, which are rich in pepsin (an animal-
derived protease), fig tree latex (Ficus carica), which contains ficin, thistle flowers (Cynara
cardunculus), which provide cardosin, and rennet. The objective of this extraction process is
to identify a potential local alternative to imported commercial rennet, widely used in cheese

manufacturing.

The enzymatic extracts were characterized by evaluating their milk-clotting activity
and clotting strength, based on milk flocculation time measurements under controlled
conditions. Experiments were conducted on reconstituted milk, with the variation of key

physicochemical parameters such as pH, temperature, and CaCl: concentration.

The experimental data revealed that ficin exhibited the highest milk-clotting activity
(50 UP) and a strong proteolytic capacity (28.64 ug/ml-min), despite a moderate clotting
strength (1/12000 US). In contrast, rennet showed the highest specific activity (0.53 UP/mg)
and a relatively high clotting strength (1/600 US), though its overall milk-clotting activity was
moderate (2.5 UP), and its proteolytic activity was low (2.16 pg/ml-min). Chicken pepsin
presented intermediate characteristics, with a clotting activity of 6.7 UP, a specific activity of
0.0159 UP/mg, and a high protein content (20.723 mg/ml). Cardosin demonstrated the lowest
performance across all parameters, with a clotting activity of 0.39 UP, a low clotting strength

(1/94.49 US), and reduced proteolytic activity (2.02 pg/ml-min).

Keywords: Enzyme extraction, milk coagulation, pepsin, ficin, cardosin, rennet,

reconstituted milk, clotting strength, clotting activity, proteolytic activity.
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Annexe 1

Préparation des solutions

1/ Solution de macération (NaCl + NaHCO3) :
Volume total : 300 ml (pour 100 g de proventricules).
Quantités :

NaCl : 9 g (3 g pour 100 ml x 3).

NaHCO3 : 2,1 g (0,7 g pour 100 ml x 3).

Préparation : Peser 9 g de NaCl et 2,1 g de NaHCO3 a l'aide de la balance de précision.
Dissoudre les produits dans 300 ml d'eau distillée dans un flacon de 500 ml sous agitation.
Vérifier le pH avec le pH-métre. Il devrait étre proche de 8,52. Si nécessaire, ajuster avec du

NaOH I N ou HC1 3 N.
2/ Solution d'activation (HCI 3 N) :
Volume nécessaire : Environ 10-20 ml (2 ajuster selon le pH).

Préparation : Diluer de I'acide chlorhydrique concentré (environ 12 N) pour obtenir une
solution 3 N. Pour préparer 100 ml de HCI 3 N : Ajouter 25 ml de HCI concentré (12 N) dans
75 ml d'eau distillée.

3/ Solution de neutralisation (NaOH 1 N) :
Volume nécessaire : Environ 10-20 ml (a ajuster selon le pH).

Préparation : Dissoudre 4 g de NaOH dans 100 ml d'eau distillée pour obtenir une solution 1

N.
4/ Tampon acétate de sodium 0,1 M a pH 5

- Dissoudre 8,2 g d’acétate de sodium trihydraté (CH3;COONa-3H,0) dans environ 800
ml d’eau distillée.
- Ajuster le pH a 5 a I’aide de I’acide acétique glacial (=1-2 mL selon la précision).

- Compléter a 1 L avec de ’eau distillée et Conserver a 4 °C.
5/ Solution d’acide borique a 0,2 % (m/v)
Dissoudre 0,2 g d’acide borique (H3BO3) dans 100 mL d’eau distillée.

6/ Préparation d'une solution de NaOH 0,1 N



- Peser 0,4 g de NaOH avec une balance analytique.

- Dissoudre dans environ 50-80 mL d’eau distillée dans un bécher

- Verser la solution dans une fiole jaugée de 100 Ml Compléter avec de I’eau distillée
jusqu’au trait de jauge.

- Agiter doucement pour homogénéiser.
7/ Préparation d'une solution d'"HCI 0,1 N (acide chlorhydrique)

- Dans une fiole jaugée de 100 mL, mettre 50 mL d’eau distillée.
- Ajouter trés lentement 0,83 mL d’HCI concentré avec une pipette graduée.
- Compléter jusqu’au trait de jauge avec de I’eau distillée et agiter pour bien

homogénéiser
8/ Préparation de la solution de phénolphtaléine a 1 %

Préparation de Phénolphtaléine Dissolve 1 gramme de phénolphtaléine dans 100 millilitres

d'alcool éthylique a 96 %.



Annexe 2

L’activité protéolytique— Green and Stackpoole (1975)
1/ Préparation du tampon phosphate 0.1 M, pH 7 (250 mL)

Dissoudre 1.42 g de Na,HPO, (phosphate disodique) et 0.54 g de NaH,PO, (phosphate
monosodique) dans 250 mL d’eau distillée. Vérifier le pH = 7.00 (ajuster si nécessaire avec

NaOH ou HCI).
2/ Préparation de la solution de caséine

Peser 1 g de caséine, ajouter dans 50 mL du tampon phosphate préparé, chauffer 1égerement
(30-37 °C) avec agitation pour bien dissoudre (la caséine est peu soluble). Laisser refroidir

avant usage.
3/ Préparation de 100 mL de TCA S %

- Peser 5 g de TCA (acide trichloracétique).
- Dissoudre dans environ 80 mL d’eau distillée.

- Compléter jusqu’a 100 ml et conserver au frais, a ’abri de la lumiere.
4/ Solution A (base alcaline du réactif de Lowry)

Pour solution de 250 ml, Dissoudre : 1 g de NaOH plus 5 g de Na,CO3 (carbonate de

sodium) dans 250 ml de I’eau distill¢.
5/ Solution B (réactif cuivré)

Pour solution de 10 ml, Dissoudre: 0.1 g de tartrate sodium-potassium (sel de
Seignette) et 0.032 g de CuSO,4-5H, dans 10 mL d’eau distillée. Préparer fraichement,

conserver a I’abri de la lumicre.
6/ Solution C (réactif complet de Lowry)

Préparation immédiate avant usage : Mélanger 100 mL de solution A avec 2 mL de

solution B.
7/ Préparation du réactif de Folin-Ciocalteu dilué (1:2)

Me¢élanger un volume égal de réactif commercial de Folin-Ciocalteu (2 N) avec de I’eau

distillée. Exemple : 10 mL de réactif + 10 mL d’eau distillée.

Ce mélange doit étre préparé juste avant utilisation.



2. Dosage de I’activité protéolytique (méthode a la tyrosine)

1/ Etapes du protocole expérimental

1.

2.

5.

6.

M¢élanger 1 mL de substrat (casé€ine) avec 1 mL d’extrait enzymatique.

Incuber le mélange a 35°C pendant 20 minutes au bain-marie (phase d’hydrolyse

enzymatique).

. Ajouter 5 mL de TCA a 5 % pour précipiter les protéines non hydrolysées.

Laisser reposer 15 minutes a température ambiante.
Centrifuger le mélange.

Prélever 0,5 mL de surnageant, contenant les peptides et acides aminés solubles.

2/ Réaction colorimétrique

1.

2.

5.

6.

Ajouter 2,5 mL de solution C (préparée ci-dessous) au surnageant.

Incuber 10 minutes a 35°C.

. Ajouter ensuite 250 pL de réactif de Folin-Ciocalteu dilué (1:2).

Incuber a nouveau 20 minutes a 35°C jusqu’a formation d’une coloration bleue.
Mesurer 1’absorbance a 660 nm.

Déterminer la concentration en tyrosine par comparaison avec la courbe d’étalonnage.

3/ Réalisation de la courbe d’étalonnage de la tyrosine

La gamme ¢étalon est réalisée a partir d’une solution de la tyrosine dont les concentrations sont

comprises entre 0 et 100 pg/ml selon le tableau suivant :

Concentration de Tyr(pug/ml) | 0 20 |40 |60 |80 |100

Solution mére de Tyr (ml) 0 01 (02 (03 |04 |0,5

T.C.A 05 |04 |03 |02 |01 |0

Na,COj; (ml) 25 |25 |25 |25 |25 |25

Folin- Ciocalteu dilué 1/2 (ml) | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25




Absorbance a 660nm

0,8

0,7

0,6

y =0,0071x+0,0045
R* =0,9995

20 40 60 80
Concentration de tyrosine en pg/mil

Figure 49 : Courbe d’¢étalonnage de la tyrosine
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Annexe 3

Dosage des Protéines — Méthode de Lowry (1951)

1) Préparation des Solutions

- Solution A :

5g Na2CO + 100 ml Eau distillée

- Solution B :

0.5 g Cu SO4, 5 H20 + 1g Tartrate double de Na et K + 100 ml Eau distillée
- Solution C :

50 ml de la solution A + 2 ml de la solution B a préparer immédiatement.
- Solution D :

4g NaOH (1 N) + 1000 ml Eau distillée

- Solution E :

0.5 ml Réactif de Folin Ciocalteu

- Solution F :

200 mg BSA + 100 ml Eau distillée

2) Gamme étalon A partir de la solution meére de BSA des dilutions sont préparé selon le

tableau ci- dessous :

Concentration | 0 25 50 75 100 150 200
BSA (ug/ml)

Volume de BSA | 0 0,125 | 0,250 |0,375 |0,500 | 0,750 | 1,000
(ml)

Volume d’eau | 1 0,875 0,750 | 0,625 |0,500 | 0,250 | 0,000
distillé (ml)

3) Méthode :
1- Prélevez 1 ml de I'échantillon.

2- Ajoutez 3 ml de la solution C et agitez pour mélanger.



3- Ajoutez ensuite 1 ml de la solution D.

4- Laissez reposer pendant 10 minutes a température ambiante.
5- Ajoutez 0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu.

6- Mesurez l'absorbance a une longueur d'onde de 750 nm.

Evaluation des résultats expérimentaux

Pour interpréter les données obtenues, on trace une courbe d'étalonnage en placant les
concentrations connues de BSA sur 1’axe des abscisses (x) et les absorbances mesurées (DO)

a 750 nm sur I’axe des ordonnées (y).

Cette courbe permet d’établir une relation entre la concentration en protéines
et 1’absorbance. Une fois la DO de 1’échantillon inconnu mesurée, il suffit de la
reporter sur 1’axe des ordonnées. On trace alors une ligne horizontale jusqu’a
rencontrer la courbe, puis une ligne verticale vers 1’axe des abscisses. Le point
d’intersection indique la concentration en protéines de 1’échantillon, exprimée en

pg/ml
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0,16
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Figure 50 : Courbe d’étalonnage de la BSA



Annexe 4

Préparation des dilutions (v/v) dans un volume final de 20 mL :

Nous avons préparé différentes dilutions de la solution enzymatique dans un volume
final de 20 mL, selon les rapports souhaités (v/v), en respectant les proportions exactes entre

enzyme et solvant.

Dilution Pourcentage (v /v)
1/50 2% (v/Iv)
1/1,7 58,82% (v/v)
1/775 0,129% (v/v)
1/15 6,67% (v/v)

1. Dilution 1/50 (2 % v/v) :

Préparée en ajoutant 0,4 mL de solution enzymatique a 19,6 mL de solvant.
2. Dilution 1/1,7 (58,82 % v/v) :

Réalisée en ajoutant 11,76 mL de solution enzymatique a 8,24 mL de solvant.
3. Dilution 1/775 (0,129 % v/v) :

Obtenue en ajoutant 0,0258 mL (ou 25,8 puL) de solution enzymatique a 19,9742 mL de

solvant.
4. Dilution 1/15 (6,67 % v/v) :

Réalisée en ajoutant 1,33 mL de solution enzymatique a 18,67 mL de solvant.
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