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La production mondiale en fromage a augmenté d’un facteur annuel approximatif
de 3,5 depuis 1996 jusqu’a I’an 2000 (FAO, 2012). De plus, la présure d’origine animale
ne couvre qu’approximativement 30% de la production fromagere a I’échelle mondiale car
la disponibilité des caillettes de veaux de lait devient limitée (FAO, 2012). Ce manque a
suscité la recherche de succédanés de présure de différentes origines animale, végétale ou
microbienne. Parmi les enzymes de remplacement d’origine végétale, la cardosine extraite
du cardon (Cynara cardunculus), la ficine, du latex du figuier (Ficus caricas), la papaine,
des feuilles du papayer (Carica papaya), la broméline, des tiges d’ananas (4Ananas
comasus) et la calotropine, du Calotropis procera (AWORH et NAKAI, 1986 ; AWORH
et MULLER, 1987 ; VIOQUE et al.,2000, SOUSA et MALCATA, 2002). Les enzymes
extraites de ces nombreuses espéces coagulent le lait cependant, leur activité protéolytique
est assez intense par rapport a leur activité coagulante comparativement a la présure
(CUVELIER 1993, RAMET, 1997a).

D’autre part, de multiples enzymes coagulantes d’origines bactérienne du genre
Bacillus, Pseudomonas et d’origine fongique issues des préparations de Mucor sont
utilisées comme substituts de présure notamment au Japon et aux USA (RAMET, 1997a ;
MANDY et al., 2011).

A cdté 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 (JARMUL ef al, 1982a,b; MARTIN et al, 1982; ANIFANTAKIS et
KANDARAKIS, 1983 ; ALAIS, 1984 ; HAARD, 1992 ; CUVELIER 1993 ; RAMET,
1997a).

Un succédané de présure doit posséder une forte activité coagulante et une activité
de protéolyse non spécifique modérée. Son choix est donc délicat car il doit présenter un
certains nombres de propriétés physicochimiques et technologiques compatibles avec
I’environnement fromager et une qualité alimentaire de produits finis (ALAIS, 1984,
RAMET, 1987).

D’une maniere plus générale, les protéases occupent une place prépondérante et
dominante dans le marché des enzymes industrielles. Elles participent avec un taux
avoisinant 65 % du total des enzymes utilisées dans le secteur agroalimentaire. En
fromagerie, plus de 80 % des protéases concernent particuliérement les protéases a site
aspartique utilisées seules ou en mélange avec la présure (CLAVERIE-MARTIN et
VEGA-HERNANDEZ, 2007 ; LAW, 2009).
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L’ Algérie utilise environ 1,5 tonne par an de présure ou de ses succédanés d’origine
microbienne dans la préparation de fromages a coagulation enzymatique. Cette quantité
cotte approximativement 102 000 $, somme équivalente a 7,5 millions de DA (ONS,
2012). La production de fromage est passée en Algérie de 20 mille tonne en 2006 a
30 mille tonne en 2011 avec une consommation moyenne de 0,6 Kg/habitant/an en 2006 a
0,7 Kg/habitant/an en 2011 (ONS, 2012). D’autre part, la production du poulet de chair en
Algérie est passée de 201000 en 2005 a 251000 tonnes en 2011 suivant les statistiques
présentées par FAOSTAT, (2013). Selon les déclarations données par le ministere algérien
de I’agriculture et du développement rural en 2010, une production allant de 600 000 a
700 000 tonnes est prévue en 2014. Aussi, et conformément a la méme source
d’information ministérielle, la moyenne annuelle de la production du lait cru, enregistrée
entre 2004 et 2008, était de 1,9 milliard de litres avec une production prévisible de

3,2 milliard de litres a I'horizon 2014 (O.N.S., 2012).

Ces évolutions progressives et croissantes en productions aviaire, fromagere et
laitiere ainsi que 1’importation continue et croissante des enzymes coagulantes, suggerent a
exploiter un des substituts de la présure bovine disponible en Algérie. Ceci est pour limiter
la dépendance vis-a-vis des importations et pour mieux valoriser les pratiques et la
biodiversité qu’offre notre patrimoine traditionnel. Il s’agit ici de la pepsine de poulet.
Cette pepsine étant I’unique enzyme sécrétée par les glandes gastriques du proventricule
-estomac chimique du poulet- (LARBIER et LECLERCQ, 1992), présente de nombreuses
caractéristiques qui la rendent trés attractive, notamment dans la préparation des
fromages (BOHAK, 1969) :
- elle peut étre extraite facilement a partir des proventricules qui sont disponibles en
grandes quantités et non exploitables ;
- il est plus facile en industrie d’utiliser la pepsine de poulet que celle des porcs et des
bovins, dans la mesure ou elle est plus stable a des valeurs élevées de pH et elle n’est pas
inhibée par son propre peptide d’activation ;
- elle ressemble plus étroitement a la chymosine que les autres pepsines animales par sa
spécificité au substrat et par sa susceptibilité a des inhibiteurs variés ;
- il s’agit également d’une protéase bien disponible et dont les actions méritent d’étre
étendues a plusieurs secteurs de ’industrie agro-alimentaire, de 1’industrie chimique, de
I’industrie pharmaceutique, etc.

En 1973/74, 50 p. cent les fromages sous appellation «Edam, Cheddar et

Kashkaval» étaient préparés en Isra€l a partir de pepsine de poulet et ont présenté des
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résultats satisfaisants (GORDIN et ROSENTHAL, 1978 ; GORDIN et KOSIKOWSKI,
1979 ; STANLEY et al., 1980, FINDLAY et al., 1984 ; GREEN et al., 1984, CUVELIER,
1993). Cette enzyme a été aussi employée dans la préparation d’un fromage égyptien
appelé, « Domiati » (WAHBA et EL-ABBASSY, 1984).

En Algérie, la pepsine de poulet trouve son utilisation dans la préparation
traditionnelle d’un fromage frais largement consommé dans le sud algérien, connu sous le
nom de Takammeérit.

De ce fait, la disponibilit¢ du proventricule et probablement son cotit dérisoire
seraient des arguments valables pour proposer ce type de valorisation en Algérie. A ces
facteurs économiques se greffe un facteur religieux, li¢ a ’utilisation ou a la consommation
illicite des produits de provenance non controlée ou issus d’animaux non €gorgés selon le
rite islamique.

Dans ce cadre, et compte tenu de la dépendance algérienne en maticre de protéases,
du besoin croissant en agent coagulant, de I’important développement de 1’aviculture en
Algérie ainsi que des exigences religieuses quant au choix judicieux des substances entrant
dans la composition de nos denrées alimentaires ; la présente étude aspire a la mise en
valeur une des sources d’enzymes dont dispose notre pays. Il s’agit de la récupération de la
pepsine de poulet de chair, un agent coagulant perdu jusqu’a nos jours et non exploité.

L’¢tude sera consacrée a la caractérisation de I’extrait brut de la pepsine de poulet
sur les plans biochimiques et technologiques en comparaison a la présure, en vue de situer
les possibilités de son utilisation en fromagerie. Cette étude comportera les principaux
volets suivants :

- extraction et caractérisation de I’extrait brut de la pepsine de poulet a partir de
proventricule en vue d’évaluer le rendement et d’estimer la force coagulante ;

- purification partielle de la pepsine de poulet par FPLC et caractérisation des fractions
partiellement purifiées ;

- étude de ’aptitude de 1’extrait de pepsine obtenu a la coagulation du lait par diverses
comparaisons avec ce qui est connu pour la présure.

- comparaison des gels pepsines aux gels présure par : 1’identification des interactions
impliquées dans les gels formés ; 1’observation de la structure des gels en microscopie

¢lectronique a balayage et ’appréciation de 1’aptitude de I’extrait brut a la conservation.
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1-GENERALITES SUR LE LAIT
1-1-Définition

Les différentes législations récentes et anciennes reprennent en général les
dispositions établies par le premier Congres International de la répression des fraudes
alimentaires a Genéve (1908). Le lait est le produit intégral de la traite compléte et
ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Sont
donc impropres a la consommation humaine des laits provenant d’animaux atteints de
maladies, d’animaux mal nourris et les laits contenant du colostrum. Le lait doit étre
recueilli proprement, il ne doit étre ni coloré, ni malodorant ; il ne doit pas contenir
d’espéces microbiennes pathogenes (LECOQ, 1965).

Nous rappelons que la dénomination du lait sans spécifier le nom de 1’espece est

relative au lait de vache.

1-2-Composition

Le lait est un produit d’origine biologique fortement altérable par voie microbienne
et par voie enzymatique. C’est un milieu multiphasique : une phase aqueuse contenant
essentiellement le lactose, les minéraux ; une phase dispersée de nature lipidique (globules
gras) et une phase de nature protéique (micelles de caséines). Cette composition varie selon
différents facteurs liés aux animaux. Les principaux étant la race, la période de lactation,
I’alimentation, la saison et I’age (VIGNOLA, 2002). Ces ¢léments majeurs sont présentés

dans le tableau 1.

Tableau 1 : Composition générale du lait en g p. 100 mL (VIGNOLA, 2002).

Composants majeurs Valeur moyenne
Eau 87,5
Matiéres grasses 3,7
Protéines 3,2
Glucides 4,6
Minéraux 0,9
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1-3-Constituants azotés

Les maticres azotées du lait sont composées principalement de caséines (tableau 2)
qui sont des phosphoprotéines présentes dans la phase colloidale sous forme de micelle de
caséinate de calcium, unies a la chaine latérale de la sérine (groupe phosphoséryl)
(CAYOT et LORIENT, 1998). Les groupements acides des résidus glutamyl, aspartyl et
phosphoséryl sont plus nombreux que les fractions —NH, de la lysine et des autres acides
aminés basiques. Ceci, confere a la cas€ine entiére un point isoélectrique de 4,6 avec une

charge nette négative (MATHIEU, 1998).

Tableau 2 : Composition moyenne en g L et distribution des protéines dans le lait
(ALALIS, 1984).

Proportions moyennes
g par litre relatives
Protides totaux 32 100
I-Protéines
A-Caséine isoélectrique 25 78 100
a-caséine o s; 9,0 36
b-caséine o s; 2,5 10
c-caséine f3 8,5 34
d-caséine k 3,2 13
e-caséine vi, Y2, V3 1,75 7,0
B-Protéines du lactosérum 5,4 17 100
B-1-albumines
a-B-lactoglobuline 2,7 50
b-a-lactalbumine 1,2 22
c-sérum-albumine 0,25 5
B-2-globulines immunes 0,65 12
B-3-protéoses-peptones 0,6 10
II-Substances azotées non protéiques | 1,6 5

Les autres protéines du lait sont présentes dans la phase aqueuse et constituent les
protéines du lactosérum qui sont les albumines, les globulines, les protéoses-peptones et les
protéines mineures. Elles sont pour la plupart, des enzymes et des protéines de structures

cellulaires libérées au cours du processus de sécrétion lactée. Le lait contient également des
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molécules azotées non protéiques qui représentent environ 5% de 1’azote total du lait. Ces
molécules sont en particulier des nucléotides, des bases puriques, de 'urée et d’acide

urique.

En fonction du pH, les protéines du lait peuvent étre réparties en deux catégories ;
les caséines (insolubles a pH 4,6) et les protéines du lactosérum (solubles a pH 4,6)

(GUILLOU et al., 1986, RIBADEAU DUMAS, 1991).

1-3-1-Eléments constitutifs des caséines

Les micelles de caséine sont constituées de 92% de protéines et de 8% de
minéraux (tableau 3). Les quatre principales protéines contenues dans les micelles sont
les caséines oy, 0, B, et k. Il existe également une caséine y qui provient de I’hydrolyse

de la caséine B par la plasmine (SWAISGOOD, 1982, RIBADEAU DUMAS, 1991).

Tableau 3 : Composition moyenne de la micelle de caséine en g/100g (BRULE et al.,
1997).

Caséines Composants salins
[0 S D 33 Calcium. ... 2.9
1R T 11 Magnésium...........ovvvveiennennnnn. 0,2
B 33 Phosphate inorganique.................. 4,3
K et 11 CIrate. ..o 0,5
Y e 4
Total caséines...........ccceeevennennn. 92 Total composants salins............... 8,0

1-3-2- Caractéres généraux des caséines
Caséine o

Cette caséine, présente en quantité modeste (8 a 11%), possede 207 acides aminés
La fraction a s’est révélée hétérogeéne. L’ensemble des fractions oy, 083, 04, Ogs €t 0gs €St
maintenant nommé caséine o, Le poids moléculaire est situé entre 24000 et 30000
Daltons. Elle est fortement sensible au calcium a toute température et est la plus hydrophile
de toutes les caséines vu sa richesse en groupements phosphorylés et en résidus

cationiques.

Caséine p
Elle est présente en quantité importante (25 — 35%), et possede 209 acides aminés, pour
une masse molaire d’environ 24000 Daltons. Elle est sensible au Ca’" a température

ambiante. A basse température, en dessous de 10°C, elle reste soluble en présence de
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calcium. C’est la plus hydrophobe des caséines. La molécule présente un caractére
amphipolaire trés marqué : partie N terminale trés polaire (1/3 de la molécule) et partie C

terminale hydrophobe comprenant les 2/3 restants de la molécule.

Caséine K

Sa structure primaire comporte 169 résidus d’acide aminés, son poids
moléculaire est de 19000 Daltons. Lors de I’hydrolyse de la liaison Phe 105- Met106 par
la chymosine, il y a libération du caséinomacropeptide (CMP) ou s’il est fortement

glycosylé, glycomacropeptide (GMP) et la para caséine K. La fraction CMP ou GMP

confére a cette protéine son caractére hydrophile et la para caséine K son caractére tres

hydrophobe. Ceci explique la perte de la solubilité des micelles de caséines.

Caséine y

La connaissance de la structure de la caséine [ permet de montrer que la fraction
vy est constituée de 3 fragments appelés y; (20500 Daltons), v, (11800 Daltons), 3
(11500 Daltons) qui proviennent de I’hydrolyse de la caséine B par la plasmine, une

protéase endogene alcaline du lait.

1-3-3-Micelle de caséine

La micelle de caséine est une particule sphérique d’un diameétre moyen de 50 a
200 nm (figure 1) formée par I’association des caséines (os1, 0s2, B, k), de quelques
fragments peptidiques (caséines v issus de la protéolyse de la caséine B par la plasmine) et
de composants salins dont les deux principaux sont le calcium et le phosphore. La masse

des micelles oscille entre 2.10° et 2.10° Daltons. Les associants qui constituent la micelle,
sont appelées des submicelles. Elles étaient révélées, par microscope électronique apres
cryofracture, et sont d’environ 10 nm de diamétre. Leur masse moléculaire serait en
moyenne de 3.10° Da. De nombreux modéles ont été proposés. Les uns accordent a la
micelle une structure globale avec une répartition non uniforme des constituants ; d’autres
retiennent I’idée d’une structure avec sous-unité ou submicelle. Ces submicelles s’agregent

entre elles principalement par des liaisons phosphocalciques et secondairement par le

magnésium et le citrate (CAYOT et LORIENT, 1998 ; MAHAUT et al., 2000).
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Les submicelles a faible teneur en caséine k sont localisées a I’intérieur de la
micelle ; celles, riches en caséines k sont présentes a I’extérieur. Les submicelles
périphériques riches en caséines k (figure 2) comporteraient des chaines flexibles. Ces
chaines correspondant aux fragments COOH terminal des caséines k auraient un role
déterminant dans la stabilité des micelles (BRULE et al., 1997 ; DALGLEISH, 1998 et
DALGLEISH, 2007).

Caséine K dont la partie polaire formerait une
chevelure stabilisante

9“'#,’.:{ Caséine o, et ag
@):=7r
'E’.‘ L) { [ Caséine a, et caséine [
'6. ‘{..} = Microgranule de phosphate de calcium &
< ’.l*i'. f(. ) Pétat amorphe formule brute possible:

CaHPO,,
{66 jons , 66 ions P, 132 molécule
d'eau, ions citrate, Mg?*, Zn™)

submicelles

Figure 1 : Structure d’une micelle de caséine stable (VIERLING, 1999).

Molacules de k-casgine

Chaines
saillantes

_Groupe PO,

i
/ Noyau hydrophobe

Figure 2 : Structure d’une sub-micelle caséinique (Tetra Pak Processing system, 1995).

1-3-4-Facteurs de stabilité de 1a micelle

Les micelles de caséines compte tenu de leurs dimensions, présentent une grande

stabilité. Elles supportent une longue conservation et des traitements thermiques ou
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mécaniques relativement séveéres. Plusieurs facteurs contribuent a conférer aux micelles

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

e La charge électrique 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 x. Ainsi, les répulsions
¢lectrostatiques s’opposent au rapprochement des micelles et a leur agrégation. Ces
répulsions contribuent au maintien de la dispersion malgré la trés 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 caractére trés hydrophile de la micelle correspond a la présence a sa
périphérie d'une couche d'eau liée, 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 stabilité des micelles dépendent eux-mémes de divers

parametres. Les uns liés a la composition saline de la phase aqueuse (concentration en ions
+ ++ crA s A ;

H', Ca' ', phosphate, etc.) ; les autres liés a la composition méme des micelles (teneur en

phosphate de calcium, proportion de la caséine k) (ALAIS, 1984).

2-COAGULATION ENZYMATIQUE DU LAIT

La coagulation du lait par des enzymes protéolytiques est une des plus anciennes
opérations de transformation alimentaire. Un grand nombre d’enzymes protéolytiques
d’origine animale, végétale ou microbienne, présente la propriété de coaguler le complexe
caséinique (DALGLEISH, 1997). La présure, (voir chapitre enzymes coagulantes) est

I’enzyme coagulante la mieux connue et son mécanisme d’action est bien établi.

Le processus de coagulation est influencé par la température, 1’acidité et la teneur
en calcium. La coagulation, provoquée par la présure (figure 3), résulte dun processus en

trois phases (ALAIS, 1984 ; BRULE et al., 1997, MAHAUT et al., 2000 et LUCEY, 2002)

- phase primaire ou enzymatique,
- phase secondaire ou phase d’agrégation des micelles déstabilisées,

phase tertiaire ou phase de développement du réseau par réticulation et formation de gel.
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[REACTION PRIMAIRE]
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e
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(Protéolyse générale,ou non specifique)

Figure 3 : Phases de coagulation enzymatique du lait, (ALAIS, 1984)

2-1-Phases de la coagulation

2-1-1-Phase primaire

La micelle est principalement constituée de caséine k avec son segment C- terminal
hydrophile libre qui s’étend dans la phase aqueuse du lait assurant la stabilité stérique et
agissant comme une barriére contre 1’association des micelles. Au cours da la phase
enzymatique, la présure hydrolyse 80 a 90 % de la caséine k au niveau de la liaison
peptidique phénylalanine (105) et méthionine (106) a pH = 6,6. Cette action permet la
libération de caséinomacropeptide fortement glycosylé et hydrophile (CMP, fragment 106-
169) dans le lactosérum, I’autre partie reste associée aux autres cas€ines au sein des
micelles, c’est la paracaséine k (1-105) (figure 4). Ce taux d’hydrolyse correspond a 60 %
du temps nécessaire pour obtenir une coagulation visible (figure 5). Ce temps est noté

temps de floculation. Cette hydrolyse entraine une réduction de la charge négative et des
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répulsions stériques de telle sorte que les micelles de caséine deviennent susceptibles a

I’agrégation.
Liaison hydrolysée
par la présure
Paracaséine k (1-105) —l
Pyro-Glu - Glu—-GIn— Asn ....... His — Pro — His — Pro — His — Leu — Ser — Phe — Met —

105 106
Ala—1Ile — Pro — Pro — Lys — Lys...... Thr — Ser — Thr — Ala — Val-OH ‘

Caséinomacropeptide (106-169).
Figure 4 : Hydrolyse de la caséine « par la présure, (FOX et al., 1994).

2-1-2-Phase secondaire

Elle correspond a la phase physique, au cours de laquelle les micelles déstabilisées
s’agrégent par des liaisons électrostatiques hydrophobes et salines pour former un gel
emprisonnant le lactosérum. Le gel présure ainsi formé est fortement minéralisée, souple,
cohésif, et imperméable.
2-1-3-Phase tertiaire

Les micelles agrégées subissent de profondes réorganisations par la mise en place de
liaisons phosphocalciques et peut étre des ponts disulfures entre les paracaséines. La
présure peut également continuer son action au cours de 1’affinage et représente ainsi une
part importante de la dégradation des protéines. Les peptides libérés sont principalement de
haut poids moléculaire. Dans les caillées, la présure attaque trés rapidement la caséine oy

en scindant les liaisons Phe23- Phe24, Phe24- Val 25. L’action de la présure a I’affinage

sur la caséine 3 est beaucoup moins intense que sur la caséine as.

Les différentes phases de la coagulation du lait par la présure ainsi que 1’évolution de

sa viscosité sont présentées dans la figure 5.

11



Synthése bibliographique

LT = = e e e Bl e SN ol B O PR —-—7 “““ B
Coagulation totale

______ Coagulation visible (flocons)

&8

Début de la phase secondaire

Taux d'hydrolyse (%)

+ présure

Début de la phase primaire

|
|
1
I
]
1
|
T
I
I

B
2
E
=
D
o
3
(=]
L]
&
=

o

Temps

Figure 5 : Evolution de I’hydrolyse de la caséine k par la présure et de la viscosité du lait

au cours des différentes phases de sa coagulation (MAHAUT et al., 2000).

2-2-Facteurs de la coagulation

De Nombreux facteurs sont susceptibles de modifier la coagulation du lait et les
caractéristiques physiques des coagulums. Ces facteurs sont principalement liés a la

concentration en enzyme, a la température, au pH, a la teneur en calcium, a la teneur en

caséines et a la dimension des micelles (MAHAUT et al., 2000, LI et DALGLEISH,
20006).

Concentration en enzyme : la concentration en enzyme est inversement proportionnelle
au temps de coagulation. Cependant, elle est proportionnelle a la vitesse d’hydrolyse de

la caséine K (phase enzymatique) et a la vitesse d’agrégation des micelles (phase

physique).

Température : la température optimale d’activité de la chymosine et de la pepsine est
de 40-42°C. A cet intervalle de température, le temps de floculation est minimal, puis
augmente aux températures plus élevées et devient nul a 65°C ou la présure est

inactivée. On note que le temps de raffermissement du gel diminue avec I’élévation de

la température.
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pH : en passant de pH 6,7 a 5,6, la vitesse de coagulation est accrue. Ceci résulte d’ un
accroissement de la vitesse d’hydrolyse et par suite une augmentation de la vitesse de
raffermissement du gel. La fermeté est significativement importante de pH 6,6 a pH 6,0
due a une plus grande disponibilité du calcium ionisé. Au-dessous de pH 6,0, la caséine
se déminéralise et la désagrégation de la structure micellaire est accentuée jusqu’a

devenir totale a pH 5,2. Il en résulte un affaiblissement du réseau.

Teneur en calcium : la réticulation du gel lors de la coagulation du lait par la présure,
impliquant des liaisons phosphocalciques, est particulierement influencée par la teneur
et la nature du calcium présent. L’addition du CaCl, entraine une augmentation du
calcium ionisé et du calcium colloidal ayant pour conséquence un temps de coagulation

plus court et une fermeté du gel plus élevée.

Teneur 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 des caséines.

Dimension des micelles : la relation entre les dimensions des micelles et le temps de

coagulation est proportionnelle. Pour les micelles de faible diameétre, riches en caséine

K, la vitesse d’hydrolyse est plus rapide.

2-3-Evaluation de la coagulation

2-3-1-Activité coagulante et temps de coagulation

2-3-1-1-Temps de coagulation : le temps de coagulation correspondant au temps entre

I’addition d’enzyme coagulante et le début de tranchage du gel (RAMET, 1997b).

2-3-1-2-Temps de prise : le temps de prise ou durée de prise est le temps qui s’écoule
entre ’emprésurage et le début de la floculation, c'est-a-dire, gélification apparente du lait

(LUQUET et BOUDIER, 1981 ; MAHAUT et al., 2000).

2-3-1-3-Activité coagulante : 1’activité coagulante est définit par 1’unité présure (UP).
Selon Berridge, cette unité correspond a la quantité d’enzyme contenue dans 1 centimetre
cube, qui peut coaguler 10 centimétres cubes de substrat standard en 100 secondes a 30°C

(ALAIS, 1984).
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2-3-1-4-Force coagulante : les méthodes anciennes et les plus répandues ont été proposées
par Soxhlet et Berridge. L’unité Soxhlet correspond au nombre d’unité de poids ou de

volume de lait qui peuvent étre coagulés par une unit¢ de poids ou de volume de

préparation coagulante en 40 min et a 35°C (ALAIS, 1984 ; RAMET, 1997b).

2-3-2-Techniques séparatives de fractionnement des protéines
2-3-2-1-Fractions azotées

Les précipitations fractionnées sont basées sur la précipitation des caséines a leur
point isoélectrique et 1’utilisation d’agents défécants tels que I’acide trichloracétique.
Lorsqu’on ameéne une solution protéique a pH 4,6, les caséines intactes et les caséines peu
dégradées précipitent. On retrouve dans la solution, des peptides de haut poids moléculaire,
des peptides courts et des acides aminés libres. L’addition d’acide trichloracétique a la
concentration finale de 12 % entraine la défécation de nouveaux peptides et ne laisse en
solution que les petits peptides et les acides aminés. Ces derniers issus des différentes
fractions collectées dans le surnageant, sont généralement quantifiés apres minéralisation
de l’azote selon la technique de Kjeldahl. Les molécules azotées non protéiques
représentent environ 5% de 1’azote total du lait, (ALAIS, 1984). On appelle en général
azote soluble la fraction azotée correspondant aux produits non précipitables a pH 4,6 et
azote non protéique la fraction soluble dans 1’acide trichloracétique a 12% de concentration

finale (CHOISY et al., 1997).

2-3-2-2-Protéolyse vue par électrophorese
SDS-PAGE

La « Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis » (SDS-PAGE) est
une technique de séparation d’un mélange de molécules sous conditions dénaturantes selon
leurs poids moléculaire. Le polyacrylamide est un gel finement réticulé, constitué
d’acrylamide qui polymérise en donnant des chaines linéaires, et du bis acrylamide qui
forme des ponts entre les chaines. Un réseau, dont les mailles sont de taille variable en
fonction des proportions d'acrylamide et de bis-acrylamide est obtenu et se comporte ainsi
comme un tamis moléculaire (tableau 4). Le Sodium dodécylsulfate (SDS), détergent
anionique défait la structure spatiale et se fixe sur les protéines (1,4 g de SDS par gramme
de protéine), en leur conférant une charge globale négative et la séparation est alors

uniquement fonction de la masse molaire.
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Tableau 4: Gamme de séparation des molécules en fonction de la concentration en

acrylamide (VOET et VOET, 2005).

Acrylamide (%) | Gamme de séparation en KDa

7,5 45-400
10 22-300
12 13-200
15 2,5-100

Aussi le B-mercaptoéthanol contribue a la dénaturation des protéines en réduisant
tous les ponts disulfures. En fonction des différents paramétres (masse, nature du support,
conditions physico-chimiques) la vitesse de migration soumise a un champ électrique va
étre variable. Ceci permet la séparation des bandes électrophorétiques de molécules
individuelles et la détermination de la masse moléculaire des protéines inconnues suite a la
comparaison de leur mobilit¢ a celle des protéines de masses moléculaires connue

(marqueurs de taille) (VOET et VOET, 2005).

Selon la technique de LAEMMLI (1970), la SDS-PAGE est réalisée sur un gel de
séparation (12 % T, 5,6% C) et un gel de concentration (7,5% T, 5,6 % C), préparés a
partir de solution de 30% d’acrylamide et de 0,8% de bisacrylamide. Le tampon de gel de
concentration est composé de 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) et celui du gel de séparation de 1,5
M tris HCL, 0,8 % SDS, (pH 8.8). Dix (10) uL de chaque échantillon a étudier sont déposés
dans les puits de gel polyacrylamide. La séparation des protéines est conduite a 90 V
pendant 10 minutes puis maintenue constante a 120 dans un tampon de migration constitué¢
de 0,025 M Tris HCI, 0,192 M glycine, 0,1% SDS, (pH 8,3). Aprés migration, les bandes
sur gel sont colorées par la solution de coloration (bleu de Coomassie R-250 (0,025%),
acide acétique (10 %), alcool (30%) et eau (60%). La solution pour la fixation des bandes
et pour la décolaration du gel est constituée d’acide acétique, d’alcool et d’eau (5%, 30%,

65%) respectivement.

UREA-PAGE
C’est une technique de séparation des protéines en conditions dénaturantes utilisée
pour montrer en 1’occurrence le niveau de 1’hydrolyse des caséines en leurs sous unités.

Cette technique fait intervenir a la fois la charge et le poids moléculaire. L’urée agent
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dénaturant des protéines, coupe les liaisons hydrogeénes et entraine un dépliement des
protéines qui pourraient alors s'agencer en une structure de plus grande taille des
différentes molécules protéiques a séparer, sans modifier la charge. Les molécules ainsi
dénaturées vont migrer a travers les mailles du gel de polyacrylamide permettant ainsi la

séparation de molécules plus ou moins massives (UPADHYAY et al., 2004).

Selon KALIT ef al. (2005), 'urea-PAGE utilise un gel de séparation (12 % T, 3,8%
C) et un gel de concentration (5,7% T ; 3,8 % C), préparés a partir de 40% acrylamide et
1,6% bisacrylamide. Le tampon de gel de séparation est composé de 380 mM tris HCI, 4,5
M urée, (pH 8,9) et celui du gel de concentration de 60 mM tris HCI et 8 M urée, (pH 7,6).
Dix (10) uL de chaque échantillon sont déposés dans les puits de gel polyacrylamide. La
migration étant 95 v pendant 15 minutes puis maintenue a 110 v un tampon de migration
contenant 0,025 M Tris HCI, 0,192 M glycine, (pH 8,3). Aprés migration, les bandes sur
gel sont colorées par la solution de coloration composée de bleu de Coomassie R-250,
acide acétique, alcool, eau a des concentrations respectives de 0,025%, 10 %, 30% et 60%.
Une solution constituée d’acide acétique, d’alcool et d’eau a 5%, 30% et 65%

respectivement sert a la fixation des bandes et a la décoloration du gel.

L’urea-PAGE est une technique essentiellement utilisée pour suivre la protéolyse
des caséines vu sa sensibilité et son pouvoir de résolution particulierement adaptés a leur
séparation. En effet, a forte concentration, I'urée agit spécifiquement sur les liaisons
hydrogenes et déstabilise les interactions hydrophobes. Cependant, le sodium dodécyl
sulfate (SDS)-PAGE, est moins convenable pour I’étude de la protéolyse des caséines, car

elle détermine uniquement leur taille aprés hydrolyse.

Les peptides séparés par SDS ou urea-PAGE peuvent étre isolés par coupure des
bandes, suivie par une digestion a la trypsine dans le gel puis injection des peptides
obtenus dans un systéme HPLC capillaire couplé a un spectrométre de masse. Le
spectrometre mesure la masse (m/z) du peptide et le fragmente aux liens peptidiques. Cette
fragmentation génere un spectre MS/MS qui est une représentation de la séquence du
peptide. L'interrogation d'une banque de protéines par la suite a 1'aide de logiciel spécifique
permet de trouver la séquence du peptide et donc de la protéine par comparaison de la
fragmentation théorique des séquences de la banque de données avec celle obtenue
expérimentalement (McSWEENY et al., 1994 ; PAVIA et al., 2000, UPADHYAY et al.,
2004).
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La coagulation du lait par la chymosine ou par la pepsine est due a une protéolyse
limitée de la caséine k. Cette activité spécifique est suivie d’une action de protéolyse
générale beaucoup plus lente. Une hydrolyse poussée de la caséine ag; par la chymosine
conduit a la coupure de plus de 25 liaisons, une hydrolyse préférentielle étant observée au
niveau des liaisons contenant le groupement carboxyl d’une phénylalanine ou d’une
leucine. La liaison Phe 23-Phe24 est beaucoup plus sensible que les autres. Le produit de
dégradation obtenu Phe 24 —Trp 199, appelé ag;1, présente une mobilité électrophorétique
légérement supérieure a celle de la caséine ag;. La production de ag;I est observée quelles
que soient les conditions d’hydrolyse utilisées. Cependant, d’autres coupures (Leul69,
Gly170, Leul49-Phel50, Phe28-Pro29) sont influencées par le pH, la force ionique ou la
présence d’urée dans le milieu réactionnel. La chymosine hydrolyse séquentiellement la
casé¢ine B et conduit a ’apparition successive de produits de mobilité électrophorétique
croissante BI, PII BIII. Les liaisons Leul92-Tyrl193 et Alal89-Phel90 sont les plus
sensibles (apparition de la bande BI, correspondant aux produits Argl-Leul92 et Argl-
Alal89) ; puis viennent les coupures 163-164, 165-166, 166-167 (apparition de la bande
BIT) et 139-140 (apparition de la bande IIT) (CHOISY et al., 1997).

2-3-2-3-Evaluation par FPLC

Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) est une forme de chromotographie
phase liquide employée pour séparer ou purifier des protéines et d'autres polymeres de
mélanges complexes. Cette séparation commence par échanges d’ions sur résines (phase
stationnaire) composées d’agarose avec le changement de la surface du ligand qui dépend
de la molécule a purifier (mono Q échangeuses d’anions -ion échangé Cl° ou mono S
échangeuse de cations -ion échangé H") puis par élution sélective des composés séparés en
fonction du gradient en NaCl (tampon d’¢lution). La sélectivité dans les interactions
ioniques dirige I’exclusion des molécules non retenues puis I’élution des autres protéines

(VON JAGOW et SCHAGGER, 1994 ; SHEEHAN, 1996).

Le but de purifier des protéines par FPLC est pour donner des quantités de
molécules suffisamment pures et dans un état biologiquement actif pour convenir a leur
future utilisation. La qualité de la purification dépend du type et du taux de la protéine a
purifiée, de la sélectivité de la résine et de son efficacité de séparation. Pour une analyse
structurale (RMN ou cristallographie par rayon X), I’ensemble des impuretés des particules

peut étre écarté par SDS-PAGE par exemple suivi de FPLC. La sélectivit¢ dans les
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interactions ioniques indépendante du gradient de pH et du gradient de NaCl dirige
I’exclusion des molécules non retenues puis 1’¢lution des autres protéines (GHOSAL et

SRIVASTAVA, 2009).

2-4-Forces impliquées dans la formation du gel

Les protéines du lait sont unies entre elles par des interactions non covalentes
(interactions hydrophobes, interactions électrostatiques et liaisons hydrogéne). L’étude de
la nature des interactions entre ces protéines impliquées dans le processus de coagulation
acide ou enzymatique est basée sur la dissociation de leurs gels dans de différentes
solutions de dissociation spécifiques. Ainsi, l'urée, dénature les protéines par rupture des
liaisons hydrogénes intramoléculaire des polypeptides qui stabilisent la structure
secondaire des protéines (LEFEBVRE-CASES et al., 2001). L'urée peut aussi affaiblir les
interactions hydrophobes. Les détergents sont une classe de molécules dont la propriété est
de permettre la rupture de liaisons hydrophiles ou hydrophobes. Ils agissent principalement
sur les groupes chargés et les groupes non polaires des chaines latérales des protéines en
créant des répulsions électrostatiques intramoléculaires. Cette classe regroupe les
détergents anioniques comme le SDS (sodium dodécyl sulfate) et les détergents
cationiques comme le CTAB (cétyltriméthylammonium bromide), le Triton X 100 (un
alkylphénol), le carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone, et le sodium déoxycholate
(TSYRLOV et al., 1976 ; CALABRESI et al.,2007). L'éthyléne diamine tétra-acétate
(EDTA) est souvent l'agent chélateur du calcium, utilis€ pour obtenir un lait réduit en
calcium dans une solution colloidale de phosphate de calcium, (LEFEBVRE-CASES et al.,
1998a, LEFEBVRE-CASES et al., 1998b).

2-5-Propriétés physico-chimiques et rhéologiques des gels
2-5-1-Conductivité

La conductivité ¢€lectrique dans le lait est liée aux anions et aux cations dont les
plus importants sont Na', K™ Ca"" et CI". Ainsi, la cinétique de la transition du lait au gel
apres action d’une enzyme coagulante peut étre suivie par conductimétrie. Au moment de
la coagulation, une indisponibilit¢ des ions calcium et phosphate se produit engendrant
ainsi une diminution de la mobilité des charges suscitées. Ceci se traduit par une chute de

la conductivité¢ (TSOULI ef al., 1975 ; NIELEN ef al., 1992).
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2-5-2-Turbidité

La mesure de la turbidité est I’'une des méthodes physiques utilisée pour suivre la
coagulation du lait. Elle est basée sur la réflexion d’un rayonnement incident
monochromatique dans le proche infrarouge. Le rayonnement incident transmis dans le
lait, est réfléchi par les éléments en suspension dans le fluide porteur. L.’augmentation de la
turbidité est I'une des indicateurs de I’agrégation des particules de caséines qui méne a la

coagulation. Ainsi, la diffusion de la lumicre par les micelles de caséines non dissoutes

conduit a une €lévation de la turbidité¢ (BANON et HARDY, 1992 ; LEHNER et al., 1999).

2-5-3-Synérése

Le temps de floculation est le temps écoulé¢ depuis I’emprésurage jusqu’a
I’apparition des premiers flocons. Ceux-ci se soudent, pour former le gel qui, peu a peu
acquiert une certaine fermeté. L'égouttage du coagulum est le résultat d'une interaction
progressive et continue entre les caséines du lait. Les caillés initiaux sont plus ou moins
perméables et plus ou moins contractiles. Ces deux données permettent de déterminer la
synéreése qui rappelle la contraction spontanée du grain sous l'action de la présure, de
l'acidité, de la chaleur et l'exsudation qui définit I’égouttage du sérum par la porosité du
caillé. L'égouttage commence des la coagulation du lait, durant la phase primaire par
départ du pole hydrophile de la caséine k puis lors des phases secondaire et tertiaire par
I'établissement de liaisons sur les sites actifs démasqués par la phase primaire ou la
protéolyse générale (ponts calciques, ponts disulfures, liaisons hydrophobes). Ces
paramétres contribueront a l'effet de synérése, ou la plus grande partie des éléments
solubles du lait (lactose, sels minéraux) et quelques fractions insolubles mineures (azote,
matiere grasse) sont en effet expulsées du gel conjointement a I’eau (LENOIR et al.,
1997).
Le mécanisme de la synérese résulte de deux propriétés différentes du gel :
- un pouvoir de contraction de la trame protéique formée par les micelles de caséine lors de

la coagulation, qui se traduit par une compaction du gel ;

- une aptitude du gel a évacuer le lactosérum interstitiel qui est fonction de la porosité et de

la perméabilité.

En cours de coagulation et au début de synérese, des liaisons de faible énergie
(hydrogene, électrostatiques) apparaissent. Elles sont responsables de la cohésion du gel

mais n’ont pas d’effet marqué sur I’égouttage. Aprées, des liaisons cationiques notamment
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calciques puis des ponts disulfures, s’établissent et renforcent la cohésion de la trame
protéique. Le gel obtenu par voie enzymatique dominante « exemple gel présure » présente
une forte porosité définie par le volume relatif des vacuoles interstitielles, mais sa
perméabilité est faible. Ses propriétés rhéologiques évoluent a la suite de la libération par
la protéolyse de sites réactionnels favorables a 1’établissement de liaisons nouvelles
responsables du pouvoir de contraction (PEARSE et MACKINLAY 1989 ; YUN et al.,
1995 ; RAMET, 1997b)

2-5-4- Viscosité et seuil d’écoulement

La viscosité du lait est influencée par la concentration de protéines et son taux de
lipides. Le lait en cours de gélification est considéré comme un systéme viscoélastique. A
son pH initial, le lait se comporte en tant qu’un liquide Newtonien puis évolue en état de
gel ou les propriétés €lastiques apparaissent. Entre les deux phases, existe une discontinuité

correspondant au changement d’état de lait appelé point de gélification.

Deux différents régimes en rhéologie sont observés : régime permanent et régime
harmonique. En régime permanent, la substance étudiée est soumise a un mouvement
laminaire de cisaillement indépendant du temps : les différentes couches s’écoulent sans
que la vitesse et la contrainte de cisaillement ne subissent aucune modification au cours du

temps. Ce régime regroupe fluides Newtonien et fluide non Newtonien.

Un fluide est dit Newtonien si sa viscosité est indépendante de la contrainte de
cisaillement appliquée, le fluide est dit parfait ou linéaire. Dans ces conditions, le

rhéogramme est une droite passant par I’origine de pente égale a la viscosité (figure 6).

A
Y
/ Pente=n

£

>

Figure 6 : Rhéogramme d’un liquide Newtonien

(COUARRAZE ET GROSSIORD, 1991).
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Un fluide est dit non Newtonien ou non linéaire si sa viscosité dépend de la
contrainte de cisaillement appliquée. Il peut étre selon COUARRAZE ET GROSSIORD,
(1991) et ROUDOT, (2002) :

-rhéofluidifiant ou ses molécules structurelles s’alignent progressivement dans le sens de
I’écoulement au fur et a mesure que la vitesse de cisaillement augmente, favorisant ainsi
I’écoulement des différentes couches de liquide. C’est le cas du sang, des polymeéres

liquides a longue chaine et des jus de fruits.

-théoépaississant caractérisé par I’augmentation de sa viscosité suite a ’augmentation de la
contrainte de cisaillement. Ceci entraine un gonflement du liquide dont ses particules
¢taient enrobées préalablement par une pellicule de solvant qui joue le role de lubrifiant.

C’est le cas de certains amidons dans 1’eau.

-plastique (corps de Bingham ou corps de Casson) ou le gel a étudier est cassé par exemple
a l’aide d’une baguette pleine en verre, homogénéisé manuellement puis une goutte est
déposée entre cone d’une inclinaison inférieure a 5°et un plan de diameétre de 30 a 50 mm.
Une vitesse de cisaillement est appliquée pendant un temps donné, puis la réponse est
obtenue sur 1’écran du systéme de mesure sous forme d’un rhéogramme (figure 7) ou la
contrainte T (Pa) est fonction de la vitesse de cisaillement & (1/s). Le point d’intersection de
la droite du graphe avec 1’axe des ordonnées détermine le seuil d’écoulement T, exprimé en
(Pa). Au dessous de ce seuil, I’écoulement n’est pas possible. Autrement dit, lorsqu’ils sont
soumis a une contrainte tres faible, leur viscosité est tellement forte qu’ils ne peuvent pas
s’écouler. Leur viscosité diminue ensuite si une contrainte supérieure au seuil est appliquée

(ZOON et al., 1988, O°’CALLAGHAN et al., 2000 ; VLIET et al., 2004).

e Penie = n

| 4
.

Figure 7 : Rhéogramme d’un corps de Bingham (COUARRAZE et GROSSIORD 1991).
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Ces produits peuvent étre modélisés par la loi de Bingham. Leur rhéogramme est
alors linéaire .t = aé + 1. avec T : contrainte de cisaillement ; £ : dérivée par rapport au

temps de la déformation ; t. . Seuil d’écoulement ; a : viscosité plastique.

2-5-5-Viscoélasticité

Le régime harmonique aussi dit sinusoidal détermine le comportement
viscoélastique des corps aussi bien solide que liquide. Les mesures rhéologiques
dynamiques en régime sinusoidal appliquées sont non destructives. Elles sont conduites
dans un intervalle de linéarité¢ de la viscoélasticité du gel ou la déformation est trés faible
(£ 1 %). Un balayage de contrainte t [0-100] est effectué¢ a une fréquence constante pour
déterminer 'intervalle de linéarité de la viscoélasticité (G’, G’’), puis un balayage de
fréquence [0-10] Hz pour une contrainte constante est appliquée pour étudier le
comportement viscoélastique du gel. L’étude de la viscoélasticité dans le domaine de faible
déformation est pour éviter toute destruction de la matrice du gel (ZHOU et MULVANEY,
1998, KUDRYASHOV et al., 2000).

Dans un rhéométre a cone/plateau, (un cone d’angle W tres faible <5°) (figure 8),
I’échantillon est soumis a des mouvements laminaires de cisaillement d’amplitude, variant
sinusoidalement dans le temps a une fréquence angulaire (®) déterminée. Un capteur de
force permet la mesure du couple G’ (module élastique ou module de conservation) qui est
une mesure de 1’énergie stockée pendant un cycle d’oscillation et G* (module de viscosité
ou module de perte) qui est une mesure de 1’énergie dissipée par cycle d’oscillation
transmis par 1’échantillon ainsi que 1’angle de perte (déphasage) 6 entre la déformation
appliquée et la contrainte. Ces informations sont recueillies et données sous forme d’un
rhéogramme qui traduit et interpréte le comportement viscoélastique du gel et 1’angle de

perte 0 en fonction de la fréquence (Hz) sous les conditions opératoires (LUCEY et al,

1997, LUCEY et al., 2000, PHADUNGATH, 2005).

\.|/’?' ®
Cone
\ ,///5/;# Plateau

Figure 8 : Présentation schématique du systeme cone plateau d’un rhéometre
(COUARRAZE et GROSSIORD, 1991).
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2-5-6-Viscosité

La viscosité apparente du lait aprés addition d’une enzyme coagulante est soumise
a une mesure rhéologique en régime permanent suite a I’application d’une vitesse de
cisaillement permettant de suivre 1’évolution et la formation du gel. Ceci est effectué¢ dans
un rhéometre rotatif cylindrique ou la substance a étudier est emprisonnée entre deux
cylindres co-axiaux de rayon r; et r; (figure 9). Le mouvement laminaire de cisaillement
est obtenu en communiquant a I’un des cylindres un mouvement de rotation uniforme,
I’autre cylindre demeurant immobile. La substance se décompose en couches animées de
vitesses angulaires différentes. Par suite du mouvement des couches les unes par rapport
aux autres, il apparait en tout point de 1’échantillon une vitesse de frottement entre les
différentes couches de I’échantillon traduisant ainsi 1’évolution de la viscosité apparente de
I’état sol (lait) a I’état gel. (COUARRAZE et GROSSIORD, 1991 ; GROSSIORD et
QUEMADA 2002 ; KLANDAR et al., 2004).

La viscosité dynamique d’un fluide n exprimée en Pascal secondes (Pas) définit
I'état d'un fluide dont les molécules sont freinées dans leur déplacement par des
interactions ou des associations moléculaires plus ou moins intenses. Elle exprime la
résistance a 1’écoulement lamellaire uniforme et le frottement interne qui résulte du
glissement d’une couche de fluide sur une autre sans transfert de matieére. La viscosité
implique I’existence de 1’écoulement lamellaire dans lequel le glissement d’une couche du
liquide sur I’autre s’effectue sans transfert de matiere. La viscosité est liée aux interactions

de Van der Waals existant au sein des fluides (LUCEY et SINGH, 1997).

Cylindre de rayon E1, de

hauteur H, witesse de
rotation angulaire @l

Nappe ala distance
t, vitesze de
rotation, w

Parotr cylindnicue fize E2

Figure 9 : Rhéométre a cylindres rotatifs (COUARRAZE et GROSSIORD, 1991).
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2-5-7-Fermeté

La fermeté est définie comme la force maximale supportée par un corps en général,
viscoélastique. Au-dela, on assiste a la rupture du réseau du corps a analyser et le résultat
est caractérisé par le point de rupture ou le seuil de rupture. Le principe de la mesure étant
d’obtenir un résultat dépendant a la fois de la compression et du cisaillement (ROUDOT,
2002). La compression uniaxiale effectuée au moyen d’un texturomeétre, est un test
rhéologique tres utilisé sur les gels en vue de déterminer leur point rupture exprimé
conventionnellement en Newton (N) ou en Kilogramme force (Kgf). Cette force est
appliquée au moyen d’une sonde cylindrique ou le diamétre est généralement supérieur a
celui de I’échantillon testé. La sonde est enfoncée dans 1I’échantillon causant ainsi la
déformation ou la rupture du produit par fragilisation des forces responsables de la
cohésion du gel. En effet, I’échantillon est comprimé avec une force comprise entre 60 et
90 % de son poids. L’enregistreur trace la courbe des déformations de I’échantillon en
fonction du temps ou le maximum de la force exprimée en Newton (N) ou en Kilogramme
force (Kgf) détermine le point de rupture du gel (SALVADOR et FISZMAN 1998,
ROSENTHAL, 1999).

2-6-Microstructure des gels

2-6-1-Intérét de la microscopie électronique

La microscopie électronique utilise un faisceau de particules d'électrons pour
illuminer un échantillon et en créer une image tres agrandie. La microscopie électronique a
un plus grand pouvoir de résolution que la microscopie optique qui utilisent des
rayonnements électromagnétiques et peuvent obtenir des grossissements beaucoup plus
¢levés allant jusqu'a 2 millions de fois, alors que la meilleure microscopie optique est
limitée a grossissement de 2000 fois. Les deux types de microscopies électronique et
optique ont une résolution (pouvoir séparateur du microscope) limite, imposée par la
longueur d'onde du rayonnement qu'ils utilisent. La résolution et le grossissement plus
grands de la microscopie électronique sont dus au fait que la longueur d'onde d'un électron
(longueur d'onde de « DE BROGLIE ») est beaucoup plus petite que celle d'un photon de
lumicre visible. La microscopie électronique utilise des lentilles €lectrostatiques et
¢lectromagnétiques pour former 1'image en contrdlant le faisceau d'électrons et le faire
converger sur un plan particulier par rapport a l'échantillon. Ce mode est similaire a la
facon ou la microscopie optique utilise des lentilles en verre pour converger la lumiére sur

ou au travers de 1'échantillon pour former une image (PAQUETON et RUSTE, 2006).

24



Synthése bibliographique

2-6-2-Principales microscopies électroniques

I1 existe deux types de microscopies électroniques :

e 2 transmission : ils ne permettent d'observer que des échantillons d'épaisseur
suffisamment faible pour étre transparents aux électrons (quelques dizaines de
nanometres).

e aréflexion : opére a la surface d'objets massifs.

Ces microscopies sont dites a balayage lorsque 1'image est obtenue point par point (6 a
10 nm). II existe principalement la microscopie électronique a balayage, la microscopie
¢lectronique en transmission, la microscopie électronique a transmission a balayage et la

microscopie ¢électronique en transmission.

2-6-2-1-Microscopie électronique a balayage (MEB ou SEM pour Scanning Electron
Microscopy)

Elle est basée sur le principe des interactions électrons-matiere, capable de produire
des images en haute résolution de la surface d’un échantillon. Un faisceau d’électrons
balayant la surface de I’échantillon a analyser qui, en réponse, réémettent des électrons
secondaires rétrodiffusés. Ces derniers sont analysés par différents détecteurs qui
permettent de reconstruire une image en trois dimensions de la surface. La figure 10
illustre la microstructure de micelle de caséine vue par microscopie électronique a

balayage.

Figure 10 : Micrographe électronique par MEB d’une micelle de caséine

(DALGLEISH et al., 2004).
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La microscopie électronique a balayage treés utilisée car elle est rapide et non
destructive si la surface de I’échantillon est conductrice. Si cette surface n’est pas
suffisamment conductrice alors il est nécessaire de métalliser 1'échantillon en le recouvrant
d’un film de 30 nm d’or environ. Cette métallisation permet 1’évacuation des charges
créées par le bombardement électronique. Cette microscopie est employée dans des
domaines allant de la biologie aux sciences des matériaux. Elle permet de visualiser la
surface de structures massiques et méme I’observation dans les profondeurs d’un relief,
I’échantillon apparaissant en volume. C'est ainsi que la structure et 1’évolution de gels, de
mousses ou d’émulsions sont dévoilées. La résolution se situe entre 0,4 nanométre et 20

nanometres (FAERBER, 2004, PAQUETON ET RUSTE, 2006).

2-6-2-2-Microscopie électronique en transmission (MET ou TEM pour Transmission
Electron Microscopy).

Le principe repose sur la transmission d’un faisceau d'électrons d’une longueur
d’onde de 1 picométre (1072 m) & travers un échantillon trés mince (de 10 4 100 50 nm)
observé en transparence et suivant la direction de I’amincissement. Les effets d'interaction
entre les €lectrons et I'échantillon donnent naissance a une image, dont la résolution est de
I’ordre de 0,3 nm. Les applications de la microscopie électronique couvrent un trés vaste
domaine, de l'observation d'échantillons biologiques, comme le noyau des cellules a
I'analyse d'échantillons industriels dans la métallurgie ou l'industrie des semi-conducteurs

(MURPHY, 2001, SKOOG et al., 2003).

2-6-2-3-Microscopie électronique en transmission a balayage (STEM scanning
transmission electron microscopy).

Cette technique consiste a focaliser le faisceau électronique en une sonde
¢lectronique aussi petite que possible (de I’ordre d’une fraction de nanometre) et a donner
a cette sonde un mouvement de balayage qui explore I’échantillon point par point. Elle est
similaire a celle utilisée en microscopie ¢€lectronique a balayage, sauf qu'ici le volume
d'interaction est beaucoup plus petit, étant donné que 1'échantillon est mince. Il est possible
de dresser une cartographie chimique de I'échantillon, soit en analysant les rayons X émis
par les atomes sous l'effet des électrons, soit en effectuant des études spectrales des pertes
d'énergie. La résolution de cette technique est de l’ordre de 0,8 Angstrom. Elle est
appliquée en cristallographie et en métallographie (GOODHEW et al., 1998, SKOOG et
al., 2003).
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2-6-2-4-Microscopie a réflexion

La microscopie en réflexion permet d'examiner des objets opaques, ou trop épais
pour la transmission. Dans le microscope électronique par réflexion, comme dans le
microscope ¢lectronique en transmission, un faisceau d'é¢lectrons est incident sur une
surface mais, au lieu d'utiliser la transmission (MET) ou des ¢électrons secondaires (SEM),
c'est le faisceau réfléchi d'électrons dispersés par élasticité qui est détecté. Cette technique
est généralement associée a la Reflection High Energy Electron Diffraction (RHEED) et a
la réflexion a haute énergie du spectre de perte (RHELS) (AYACHE et al., 2007).

3-ENZYMES COAGULANTES
3-1-La présure

La dénomination présure est réservée a l’extrait soit liquide ou pateux, soit
pulvéris€ ou comprimé apreés dessiccation provenant de la macération de caillettes de
jeunes ruminants non sevrés. Les enzymes gastriques ainsi extraites appartiennent a la
catégorie des endopeptidases actives a pH acide appelées protéases a aspartate ou encore

protéases acides.

La présure contient essentiellement deux protéases, 1’'une majeure constituée de
chymosine (EC 3.4.23.3) et I’autre mineure constituée de pepsine bovine appelée pepsine
A ou pepsine-II (EC 3.4.23.1). La présure contient aussi une autre protéase synthétisée au
niveau de la caillette en faible quantité ayant des propriétés intermédiaire entre la
chymosine et la pepsine. Elle est appelée gastricine (EC 3.4.23.4) ou encore pepsine B ou
pepsine-1. L’extrait des caillettes est donc un mélange des trois enzymes précédentes. Les
présures commercialisées en France contiennent au moins 520 mg L' de chymosine active

et un rapport chymosine/pepsine A supérieur a 1,38 (ALAIS, 1984, CHOISY et al., 1997).

L’extraction de la présure nécessite la préparation des caillettes qui doivent étre
collectées, nettoyées, séchées puis conservées. Au moment de leur utilisation, elles doivent
étre découpées en fines lani¢res puis macérées dans une solution de chlorure de sodium
(10%) et de benzoate de sodium (1%). Apreés 24 h de macération, la solution est ajustée
avec de I’acide benzoique au pH 4,3 pour activer I’enzyme a une température allant de 20 a
25 C°. Les macérations trop longues provoquent le passage en solution d’une plus grande
quantit¢ de protéines et l’enrichissement en germes microbiens. Afin d’éliminer les
protéines inactives et les mucilages en suspension par une défécation, le bouillon est

additionné de phosphate trisodique. Cette opération ¢limine aussi une partie des
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microorganismes ce qui est important dans un milieu souvent trés chargé en germes. Le
bouillon est laissé ensuite au repos pendant deux heures, puis le pH est remonté par
I’hydroxyde de sodium jusqu’a pH 5,5-5,6. La défécation et le réajustement de pH doivent
se faire sous une forte agitation. Le jus brut est alors filtré et est en général de couleur
«jaune-or ». Un (1) gramme de la solution de présure (aprés macération de la caillette et
filtration) peut coaguler de 2 a 4 litres de lait. Dans 1 kg de l'extrait de présure, il y a
environ 0,7 grammes d'enzymes actives, le reste est de I'eau et du sel et parfois du sodium
benzoate (E211) utilis¢ comme conservateur a des proportions de 0,5 % - 1 % (ALAIS,

1984).

Ainsi, la présure est principalement caractérisée en technologie fromagere par sa
force. Celle-ci est définie d’apres Soxhlet comme étant le nombre de volume de lait frais
de mélange, coagulé par un volume de présure en 40 minutes a 35°C. A titre d’exemple,
un litre d’extrait de présure de force de 1/10000 est obtenu a partir de 1,5 a 2 caillettes
de veau de 60g. Pour assurer la conservation de ce produit, I’addition de chlorure de
sodium a raison de 16 a 18 % (m/v) est autorisée. Pratiquement, 1 kg de fromage affiné

contient environ 0,0003 grammes de présure (VEISSEYRE, 1979, ALAIS, 1984).

La présure commerciale liquide a habituellement une force de 3.10° & 10°. En
poudre, elle est de 10° & 1,5 10° et a 1état cristallisé, elle atteint 10 (MAHAUT et al.,
2000).

3-2-Les succédanés de la présure

La coagulation du lait est une étape importante pour la préparation du fromage.
L’ancien coagulant utilisé en fromagerie est la présure (CUVELIER, 1993). Cependant,
et a la suite d’une pénurie mondiale croissante, de nombreuses recherches ont été
développées pour sélectionner des succédanés utilisables industriellement d’origines
diverses : microbiennes (HASHEM, 2000, YOSHIMASU et al., 2002; CAVALCANTI
et al.,, 2004; ALAM et al., 2005), végétales (ROA et al.,, 1999; BARROS et al., 2001 ;
LAMAS et al., 2001; SILVA et al., 2003) et animales (RAMPILLI et al., 2005; EL-
BELTAGY et al., 2004).

Les végétaux ont été les premiers objets de recherche en vue d’isoler les enzymes
coagulantes. Celles—ci sont extraites par macération, de divers organes de plantes

supérieures. Parmi les espéces européennes, on peut citer le gaillet (Gallium verum) et le

28



Synthése bibliographique

cardon (Cynara cardunculus) qui ont été et sont encore utilisés dans des fabrications de
fromages fermiers. En effet, les fleurs séchées de Cynara cardunculus ont été employées
avec succes pendant des centaines d’années notamment en Portugal et en Espagne dans la
préparation de certaines variétés de fromages traditionnels tels que Serra da Estrela, La
Serena, Guia et Los Pedroches (MACEDO et al, 1993, VIOQUE et al.,2000, SOUSA et
MALCATA, 2002).

D’autres enzymes coagulantes ont été extraites a partir de plantes tropicales. Les
plus connues sont les ficines, extraites du latex du figuier (Ficus caricas), la papaine,
extraite des feuilles du papayer (Carica papaya), et la broméline, extraite des tiges
d’ananas (4Ananas comasus). La calotropine enzyme extraite de la plante Calotropis
procera est utilisée comme agent coagulant par les éleveurs « peulh », en particulier au
Bénin et au Nigéria dans la fabrication d’un fromage traditionnel appelé¢ « Wagashi »
(AWORH et NAKAI 1986 ; AWORH et MULLER, 1987). Les sucs de ces nombreuses
especes coagulent le lait mais les enzymes que 1’on extrait ont une activité protéolytique
assez intense par rapport a leur activité coagulante. Ces résultats se traduisent par certains
inconvénients technologiques, marqués principalement par la baisse dans le rendement
fromager et I’apparition de golt amer dans le produit fini (CUVELIER 1993, RAMET,
1997a).

D’autre part, de multiples enzymes d’origine bactérienne et fongique ont été
étudiées en tant que substituts de présure. Pour les bactéries, c’est les genres Bacillus et
Pseudomonas qui ont été plus particulierement explorés. Leur aptitude a la fromagerie est
meilleure que celle des enzymes d’origine végétale. Néanmoins, les enzymes d’origine
fongique ont donné encore des résultats meilleurs souvent comparables et parfois
supérieurs a ceux obtenus avec la présure. Plusieurs préparations sont déja
commercialisées sur le marché international notamment au USA et au Japon. Ces
préparations Mucor proviennent de trois genres de moisissures . Endothia parasitica (Ep) ;

Mucor pusillus (Mp) et Mucor miehei (Mm) (RAMET, 1997a).

A coté des succédanés de présure d’origine végétale et microbienne, existe 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
différente espéce animale, principalement bovine, ovine, caprine, porcine et aviaire. Ces

différentes pepsines sont parfois utilisées en mélange avec la présure a des proportions
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variables qui dépendent du type de fromage a préparer (ALAIS, 1984, RAMET, 1997a).
Précisons, que les pepsines scindent les liaisons peptidiques des acides aminés a noyaux
aromatiques et des acides aminés hydrophobes. Leurs sites actifs comportent deux
aspartates ayant des réactivités chimiques différentes (CUVELIER 1993 ; RAMET, 1997a,
KAMOUN et al., 2003).

En outre, des recherches ont montré que la muqueuse gastrique de certains
mammiferes marins €tudiés type phoque (Phoca vitulina), requin (Carcharhinus leucas) et
dauphin (Delphinus delphis) contient des protéases en particulier la chymosine. En effet,
elles coagulent le lait sur une large gamme de pH et a des températures allant de 20 a 23°C.
De plus, elles ont un rapport d’activité coagulante par rapport a I’activité protéolytique,
relativement ¢€levé ce qui favoriserait son utilisation dans la fabrication de fromage
(MARTIN et al., 1982, HAARD, 1992). Aussi, un ensemble de résultats a montré que les
enzymes protéolytiques extraites des visceéres de certaines espéces de poissons : Merlan
(Merlangius merlangus), Raie noire (Raja bdtis), Tacaud (Trisopterus luscus), Sole (Solea
vulgaris), Raie fleurie (Raja naevus), Chinchard (Trachurus trachurus), Raie piquante
(Raja clavata), Limande (Limanda limanda), Lieu jaune (Pollachius pollachius), Limande-
sole (Microstomus kitt), Sprat (Sprartus sprattus), Carrelet (Pleuronectes platessa), et

Roussette (Scyliorhinus canicula) possédent des activités intéressantes quant a 1'hydrolyse
des caséines, notamment de la fraction K. Ces propriétés permettraient d'envisager, sous

certaines conditions, leurs utilisations en industrie fromagere (GUERARD, 1987).

Rappelons que les autres peptidases digestives, trypsine et chymotrypsine ne
conviennent pas a la coagulation du lait car leur activité protéolytique est non spécifique.
On outre, leur pH optimum d’action se situe dans la zone alcaline. De ce fait, un succédané
doit présenter des propriétés physicochimiques et technologiques compatibles avec
I’environnement fromager. Il importe que ’activité protéolytique de 1’enzyme soit faible,
afin d’éviter une hydrolyse trop importante des différentes fractions caséiniques qui
entrainerait des chutes de rendements et pourrait étre responsable de I’apparition de défauts

de texture et de flaveur (CUVELIER 1993 ; RAMET, 1997a).

30



Synthése bibliographique

3-3-La pepsine aviaire
3-3-1-Anatomie du tractus digestif du poulet

Le développement du tractus gastro-intestinal est un phénomeéne prioritaire dans le
développement du poussin. La taille et le poids des trois principales portions de I’intestin
(duodénum, jéjunum, iléon) et des organes annexes (foie, pancréas, gésier, proventricule)
augmentent significativement durant la premiére semaine de vie du poussin. Quelque soit
I’espéce aviaire, I’appareil digestif, (figure 11) se distingue globalement par :
-un bec remplagant les levres des mammiferes ; deux estomacs mécanique et chimique et
une partie terminale ou cloaque dans lequel aboutit a la fois le rectum, les voies urinaires et
génitales.
Les deux estomacs sont spécifiés par : le ventricule succenturié¢, ou proventricule considéré

comme I’estomac sécrétoire chimique (figure 11 A, B, C).
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Figure 11 : (A) Appareil digestif du poulet ; (B) Complexe stomacal du poulet ;
(C) Anatomie du complexe stomacal des Galliacées (LARBIER et LECLERCQ, 1992).
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C’est un enflement fusiforme de 3 cm de long en moyenne, situ¢ au dessus du
gésier et de nature glanduleuse. Il est revétu d'un épithélium de cellules cylindriques. Les
alvéoles des glandes tubulaires sont bordées de cellules spécialisées sécrétant a la fois de
l'acide chlorhydrique et une proenzyme protéolytique, le pepsinogene. Le systeme de
canaux collecteurs s'ouvrant sur des petites papilles, apporte le suc gastrique dans la
lumiére de proventricule. Le deuxiéme estomac est le gésier ou estomac mécanique appelé
aussi estomac broyeur (figure 11 B, C). Il écrase les aliments par un effet de meule. Les
deux estomacs ont des roles complémentaires. Le premier a une fonction sécrétoire, le
second exerce surtout une action mécanique. Dans le proventricule des oiseaux, de I’acide
chlorhydrique est sécrété. Le contenu de cet organe a donc un pH faible, environ 2,5 chez
le poulet. Cette acidité entraine une dénaturation des protéines et permet d’activer les
pepsinogenes qui sont secrétés par ce méme organe. Dans le gésier des oiseux, les pepsines
commencent alors 1’hydrolyse des protéines (ALAMARGOT, 1982 ; LARBIER et
LECLERCQ, 1992).

3-3-2 Propriétés de la pepsine et du pepsinogéne de poulet
3-3-2-1-Stabilité

Le pepsinogeéne de poulet est stable a 25 °C a des valeurs de pH comprises entre 7
et 10,5 et est dénaturé dans des solutions fortement alcalines. Cependant, il est stable dans
la solution tampon phosphate (0,1 M) a pH 7,6 ou dans la solution tampon Tris 0,03 M, a
pH 7,5. A des températures supérieures a 55 °C, le pepsinogene est inactif. Quant a la
pepsine, sa stabilité est notée a 25°C a des valeurs de pH comprises entre 1 et pH 8 et est
désactivée dans des solutions fortement alcalines avec une autolyse concomitante qui
s’accroit avec I’augmentation du pH et de la température (BOHAK, 1970). Selon GREEN
et LLEWELLIN (1973), le pepsinogene est stable dans la solution tampon de borate de
sodium 0,05 M, a pH 7,6 et la pepsine dans la solution tampon de phosphate de sodium
0,02 M pH 6,0 pendant plusieurs mois a -20°C. La forme active de la pepsine est libérée de
son zymogene, c'est-a-dire, le pepsinogéne en présence d'acide chlorhydrique dans

I'estomac (pH 2 a 4) (DONTA et VANVUNAKIS, 1970 a,b).

3-3-2-2-Composition et poids moléculaire

La composition en acides aminés des fractions de pepsinogeénes A, D, et C et de
leurs formes actives pepsines (tableau 5) est obtenue aprés sédimentation appliquée a haute
vitesse suivie de séparation €lectrophorétique selon le poids moléculaire par SDS-PAGE.

Le pepsinogene B encore hétérogene est obtenu a des taux trés infimes.
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A partir des données obtenues par analyse immunochimique, la composition des
fractions de pepsinogeénes A et D semble étre identique, cependant elle est différente de
celle du pepsinogéne C. Les pepsines A et D ressemblent fortement a leurs précurseurs,
sauf qu’ils sont de moins de 15 résidus d’acides aminés. En outre, les pepsines A et D ont
montré une grande similitude entre eux vis a vis de leurs précurseurs par détection
immunochimique des petites différences conformationnelles dans les molécules (DONTA

et VANVUNAKIS, 1970a).

Tableau 5 : Composition en acides aminés des pepsinogenes et des pepsines de

poulet (DONTA et VANVUNAKIS, 1970a)

Pepsinogénes Pepsines

Acides aminés A D C A D C
Lys 17 15 5 11 10 3

His 7 7 3 5 5 1
Arg 7 7 3 6 6 2
Asp 44 44 41 44 44 35
Thr 28 28 33 31 32 32
Ser 39 40 40 44 46 39
Glu 32 29 48 31 29 43
Pro 19 20 22 19 19 17
Gly 33 34 40 35 34 39
Ala 21 20 22 2 18 19
Demi-Cys (6) (6) (6) (6) (6) (6)
Val 27 28 22 27 28 21
Met 10 10 9 10 10 10

Ile 24 24 24 25 26 23
Leu 30 29 30 29 29 28
Tyr 24 27 24 24 24 20
Phe 25 22 27 23 22 24

Poids Moléculaire
(Daltons) 42000 42000 42000 42000 38500

La pepsine se caractérise par une teneur élevée en acides aminés acides,
B-hydroxylé et par la présence d’un petit nombre de résidus basiques. Elle a une forme

bilobée avec un domaine N-terminal et un domaine C-terminal séparés par une fente
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perpendiculaire au plus grand diamétre (figure 12). Cette fente contient les 2 résidus
aspartyls impliqués dans le mécanisme catalytique et constitue un site de liaison du
substrat de grande taille, capable de recevoir environ 6 résidus (AL-JANABI et al, 1972,
CHOISY et al.,, 1997).

Figure 12 : Structure tertiaire du pepsinogéne de porc (RICHTER et al., 1998).

Le fragment de ’enzyme active est représenté en bleu, le prosegment (résidus peptidiques fixés en N-

terminal de I’enzyme active) en jaune et les deux sites actifs a aspartate en rouge

Un avantage cité pour la pepsine de poulet c’est qu’elle est I’'unique protéase qui
contient un seul groupement thiol par molécule de pepsine ou par molécule de
pepsinogene. Ce groupement apparait réactif et réagit avec p-chloromercuribenzoate. Ceci
permettrait 1’étude cristallographique par rayons X de la forme active et le zymogene de
cette enzyme et la présente sous forme modele pour les protéases gastriques en général

(GREEN et LLEWELLIN, 1973).

3-4-Modes de conservation
3-4-1-Par lyophilisation

La lyophilisation ou cryodessiccation est un procédé de séchage dont le
principe consiste a sublimer la glace d'un produit congelé. L'eau de produit passe
donc directement de 1'état solide a 1'état de vapeur. Le cycle de séchage se déroule
en deux phase : la phase de sublimation proprement dite, encore appelée
« dessiccation primaire »,qui ¢élimine environ 90% de 1'eau, ce qui améne le
produit a une humidité de l'ordre de 15% ; la phase de « désorption » ou «
dessiccation secondaire », qui ¢limine les 10% d'eau liée restant et qui peut

aboutir a un produit d'une humidité atteignant 2% (MAFART, 1991).
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Quand une protéine est lyophilisée, les molécules ne conservent qu'une
hydratation extrémement réduite liée a la structure protéique. La notion de pH
dans ces conditions n'a plus grand sens. Quand on disperse l'enzyme en poudre
dans un solvant organique contenant une tres petite quantité d'eau, juste nécessaire
pour I'hydratation des molécules de protéine, on constate que l'activité récupérée
dépend des conditions de pH qui régnaient avant dessiccation. Cela méne a dire
que la protéine, méme complétement déshydratée emporte avec elle 1'état
d'ionisation dans lequel elle se trouvait, et qui concerne 1'état de protonation ou de

déprotonation de certains groupes (PELMONT, 1993).

3-4-2-Par séchage sous vide

Le fait de sécher sous vide est idéal pour le produit qui serait endommagé ou
changé, si exposé a de hautes températures. Le procédé est avantageux par le fait que
I’évaporation de I’eau est facilitée a pression réduite. Le vide enléve I'humidité en
prévenant l'oxydation qui peut se produire quand un produit se combine avec l'air. La
principale attraction de séchage sous vide est que par l'abaissement de la température de
vaporisation de l'eau par le vide, l'eau libre peut étre vaporisée et enlevée a des
températures non préjudiciables aux molécules sensibles a la chaleur. Le taux de séchage
est donc augmenté, sans risques de défauts de séchage, qui se produisent a des

températures plus élevées (SIMPSON, 1987, CHEFTEL et al., 1992).

3-4-3-Principaux facteurs de stabilité des enzymes

Le premier souci des biochimistes depuis qu’ils ont commencé a travailler sur les
enzymes est la perte de leurs activités. La raison est que les enzymes sont des molécules
protéiques souvent sensibles, lorsqu’elles sont a I’extérieur de leur environnement naturel
protecteur. En effet, elles sont soumises a un ensemble de stress auquel, elles ne peuvent
pas résister. Par conséquent, la stabilité peut étre accomplie par simulation des conditions
de I’activité¢ de I’eau relativement basse. Certaines enzymes sont considérablement plus
exigeantes que d'autres et doivent étre gardées a -80°C. Néanmoins, les enzymes qui se
dénaturent durant la congélation peuvent &tre conservées dans une solution tampon
contenant le glycérol. Ce dernier a l'avantage de ne pas dénaturer les enzymes et ne gele
pas aux températures de l'ordre de -20°C. Aussi, ce composant, complétement miscible
dans I’eau, en forme de fortes liaisons hydrogene. Ceci baisse significativement le

mouvement des molécules de I’eau et réduit par la suite, son activité. La structure ainsi
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formée est plus stable et évite subséquemment le dépliement de la protéine (KENNEDY,
1987). Par ailleurs, le séchage peut changer aussi la structure secondaire de la protéine
puisque son hydratation est en partie perdue. Cette hydratation pourrait étre régénérer en
remplacant l'eau par un excipient, par exemple les sucres et les sucres alcool (glucose,
fructose, lactose, maltose, sorbitol, etc.), qui sont capables de former des liaisons
hydrogéne avec la protéine. Ces substances ont un effet stabilisant et un effet protecteur vu
qu’ils préservent la structure native de la protéine contre la perte de l'eau au cours du
séchage (CARPENTER et al., 1986 ; CARPENTER et al., 1987 ; CARPENTER et
CROWE ; 1989 ; 1ZUTSU et al, 1991 ; CARPENTER et al, 1993 ; GRIEBENOW et
KLIBANOV, 1995; IZUTSU et al, 2004 ; VASILJEVIC et JELEN, 2004).

Certaines enzymes peuvent aussi étre conservées dans une suspension de cristaux
de sulfate d'ammonium. Ces cristaux semblent stabiliser certaines protéines. Aussi, la
forme seche (lyophilisée) s’avere la meilleure fagon pour préserver leur stabilité. D’autres
part, il est a signaler la nécessité d’utiliser des milieux dont les caractéristiques sont
compatibles avec la stabilit¢é des enzymes (pH, force ionique, osmolarité, antioxydant,
etc.). Pour maintenir le pH a un niveau adéquat, on inclut généralement un produit tampon
dans les solutions. Le trishydroxy-méthyl- aminométhane (Tris) est trés fréquemment
utilisé¢ en raison de son cofit, aussi, I’hydroxyéthyl-pipérazine-éthane-sulfate (HEPES) est
souvent employ¢. Ainsi, le PBS contient un tampon phosphate de pH 7,4 et 'osmolarité de
la somme de toutes ses composantes est de 315 mOs. Le salin (NaCl 150 mM ou 0,85 %) a
une osmolarité presque physiologique de 300 mOs et son pH et aux alentours de 7. Le
travail a basse température ralentit les processus de dénaturation. Aussi, faut-il éviter de
dénaturer les enzymes en les exposant a l'air ou en les faisant mousser, ce qui cause une
dénaturation et favorise 1'oxydation, particuli¢rement des cystéines en cystine (formation
d'un lien disulfure). Une oxydation peut non seulement inactiver ou dénaturer les protéines,
mais aussi causer leur agrégation si la cystéine d'une enzyme forme un lien disulfure avec
celle d'une autre enzyme. L'emploi d'agents anti-oxydant comme le f-mercapto-éthanol ou
le dithiothréitol est recommandé pour protéger ces enzymes particulierement sensibles. La
présence d'éthyléne diamine tétra acétate (EDTA) pour chélater les ions métalliques, peut
étre utile car ces derniers accélerent les réactions d'oxydation des enzymes. Les opérations
d'homogénéisation mécanique et de centrifugation sont particuliérement a surveiller, car

elles causent souvent une surchauffe de I'extrait (OSTERLUND et JANSON, 1998).
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4-SITUATION AVIAIRE ET LAITIERE EN ALGERIE
4-1-Situation aviaire

La filiére avicole en Algérie a connu un développement considérable en relation
avec les politiques avicoles incitatives. Compte tenu du déficit des productions animales
classiques, I’Algérie a opté pour le développement d’une production avicole intensive. Ce

processus a mis, fin aux importations de produits finis.

La structure actuelle de la filiére avicole algérienne résulte des politiques de
développement planifiées par 1’état dans une perspective d’autosuffisance alimentaire. Ces

politiques avicoles se résument dans les points suivants : (ONS, 2013)

1. développement d’une aviculture intensive qui doit assurer 1’approvisionnement des

populations urbaines en protéines animales de moindre coft.

2. développement d’un modele d’élevage avicole intensif basé sur le recours aux
technologies modernes et aux intrants avicoles industriels importés (matériel

biologiques, produits vétérinaires, équipements).

3. une restructuration profonde caractérisée par 1’émergence d’entreprises intégrées

dans les activités avicoles ayant trait a I’élevage et a I’abattage.

La production aviaire en Algérie occupe la premicre place parmi les viandes des autres
especes. En effet, cette production atteint 250000 tonnes en 2011, alors que la production
des autres viandes est au-dessous de 150000 tonnes (figure 13). Ceci est appuyé par la
tendance croissante de la production de poulet de chair depuis 1989 jusqu’a 2011 montrée

par la figure 14.

37



Synthése bibliographique

300000 -
250000 -
200000 -

Tonnes

150000 -
100000 -
50000 -

A A A A 4 [m}
m|
DD‘:“:' OO0poooao

.00000000 *

A A
A A A L A A

A A A A
A A O
g O [m | O [m]

*
. ¢ ¢ ¢ ® o000 * *

0

&
9

0000000000000 00O0DO0O0OO0OOO
T T

N> P H N D > & S
9 9 9 o) ) QD N’ O
NGEEEN RN AN LN AN NN

A9 N
Q' N N
NS S

Année

Figure 13 : Evolution de la production de viandes en Algérie. Viande de volaille (A),

viande ovine (0O), viande bovine (¢) viande caprine (0), (FAOSTAT, 2013).
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Figure 14 : Tendance de la production de poulet de chair en Algérie, (FAOSTAT, 2013).

D’autre part, la consommation de poulet de chair est passée de 7 Kg/habitant en

2005 a 12 kg/habitant en 2012. Selon la Société de gestion des participations-Productions

animales (Sgp-Proda), des mesures devraient aboutir d'ici 2014 a 1'augmentation du ratio

de consommation de viandes blanches a 14 kg/habitant/an avec une prévision de

production de 600 000-700 000 tonnes. Les moyens de production dont dispose le pays
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permettent aisément d'atteindre les normes de I'OMS en matiére de consommation de
viande blanche pour atteindre un ratio de 20 kg/an/habitant. En effet, la filiére avicole
renferme d'importantes potentialités pour occuper une place stratégique dans 1'économie

agricole algérienne.

4-2- Situation laitiere

Selon les informations données par le ministére algérien de l'agriculture et du
développement rural en 2010, la moyenne annuelle de la production du lait cru, enregistrée
entre 2004 et 2008 est de 1,9 milliard de litres. On prévoit a I'horizon 2014 une production
de 3,2 milliard de litres, soit une augmentation de 1,3 milliard de litres en cinq ans. Il s'agit
1a, en outre, de 1'un des plus grands défis lancés par le ministére de l'agriculture et du
développement rural, a travers un programme de développement quinquennal (2009-2014)
consacré spécialement pour la filiere lait, et qui vise a augmenter la production laiticre.
Cette production provient d'un effectif de 893000 vaches laitiéres, dont 243000 BLM
(bovin laitier moderne). En somme, ce sont 200 a 300 millions de litres de lait cru
supplémentaires qui sont mis sur le marché. Notons que les importations de génisses sont
passées de 12000 en 2008 a 15000 en 2009 et, pour le seul premier semestre 2010, ce sont
12700 vaches réceptionnées avec la mise de programmes de développement de transfert

d'embryons et d'insémination artificielle et de mise a niveau des étables.

D’autre part, la quantité des importations de lait en poudre en 2009 a connu une
diminution conséquente comparativement aux années précédentes. Sa facture est environ
350 millions de dollars contre 750 millions de dollars en 2008, marquant ainsi une baisse
de 50 % environ. Le prix de la matiere premicre sur le marché international est passé de
5000 dollars la tonne en 2008 a 2200 dollars en 2010. Cet état est attribué¢ a une meilleure
gestion des opérations d’importation, qui tient compte de la chute de la demande nationale
en poudre de lait, en raison de I’intégration de lait cru dans le processus de transformation

au niveau des laiteries (ONS, ONIL, 2010).

39



MATERIEL
&
METHODES



Materiel & Meéthodes

1-MATIERES PREMIERES
1-1-Les proventricules de poulet

Apres abattage, les proventricules sont récupérés du tube digestif de poulets agés entre
45 et 50 jours a partir d’un abattoir agrée par 1’état situé¢ a El Meridj (7 km de Constantine
ville). Acheminés au laboratoire dans une glaciére, les proventricules sont rincés a l'eau
courante ; égouttés puis conservés a 4°C jusqu’a utilisation. La figure 15 illustre la forme

externe et interne du proventricule.

Figure 15 : Proventricule de poulet : A : avant incision ; B : aprés incision.

1-2-Le lait

Le lait est obtenu par reconstitution a 12 % (m/v) dans une solution de CaCl, (0,01M)
d’une poudre de lait écrémé préparant ainsi le substrat de Berridge. Cette poudre de lait
(moyen chauffage) provient de 1’Ukraine (Molochansk Dairy) ayant une humidité de 3 % et
une teneur en matiére grasse de 0,15 % selon les descriptions de la fiche technique. Aprés
reconstitution, le lait est conservé a 4°C pendant une nuit pour assurer 1’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.

2-TECHNIQUES D’ANALYSE PHYSICO-CHIMIQUES
Pour déterminer les caractéristiques du substrat de Berridge et 1’extrait brut de pepsine

de poulet aprées extraction, différentes analyses physico-chimiques ont été effectuées.
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2-1- Matiére seche

La matiere séche est déterminée selon la norme frangaise V 04-207 (Anonyme, 1993).
Apres dessiccation a 103°C+ 2°C par évaporation d’une prise d’essai, le résidu sec obtenu par
pesée jusqu’a stabilité de masse est retenu pour quantifier la matiére séche. Celle-ci est

exprimée en grammes de matiere seche par unité de masse ou par unité de volume.

2-2-Cendres

Les cendres du lait sont déterminées selon la norme frangaise V 04-208 (Anonyme,
1993). Le principe repose sur I’incinération d’une prise d’essai de lait a 525°C+°25 puis la
pesée des cendres obtenues. Le résultat est exprimé en grammes de cendres par unité¢ de

massec.

2-3-Matiere grasse
La maticre grasse contenue dans la poudre de lait est déterminée par gravimétrie selon

la norme francaise V 04-215 (Anonyme, 1993). Le principe est basé sur :
e une hydrolyse par I’acide chlorhydrique (020=1,19 g mL™) & chaud ;

e une séparation par filtration de I’insoluble contenant la matiére grasse hydrolysée ;
e une extraction de la matiére grasse par I’oxyde diéthylique. Le résultat est exprimé en

en grammes de mati¢re grasse par unité¢ de masse ou par unité de volume.

2-4-Protéines et matieres azotées
2-4-1-Méthode colorimétrique selon Lowry et al., (1951)

Dans la méthode de Lowry, le réactif de Folin-Ciocalteu réagit avec la tyrosine et le
tryptophane, et dans une moindre mesure, avec la cystéine, I'histidine et la liaison peptidique.
Une fois le réactif de Folin-Ciocalteu (PROLABO, CE) réduit, il se colore en bleu. La lecture
de I’absorbance est faite a une longueur d’onde de 750 nm au spectrophotométre (LKB
Biochrom 4054, Ultrospec Plus, England).

La courbe d’étalonnage des protéines totales du lait, celle des extraits enzymatiques et
des unités d’activité aspartylprotéase sont réalisées a partir de solution de casé¢ine (LABOSI,
Fisher Scientific, France), de Bovine Serum Albumin (BSA) (SIGMA-ALDRICH, Germany),

et de tyrosine (LABOSI, Fisher Scientific, France) respectivement.
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Figure 16 : Courbe d’étalonnage : A : des caséines, B : de la BSA, C : de la tyrosine

2-4-2-Azote total

La détermination de la teneur en azote total dans un échantillon par la méthode de

Kjeldahl selon la norme frangaise V 04-211 (Anonyme, 1993) repose sur :

e une minéralisation par chauffage en présence d’acide sulfurique concentré (020 = 1,83g

mL™) et en présence de catalyseurs (sulfate de cuivre et sulfate de potassium) ;

e une alcalinisation des produits minéralisés par I’hydroxyde de sodium concentré

(P20=1,33¢g mL'l) ;

e une distillation de ’ammoniac libéré puis capturé par une solution borique (4 % m/v)
contenant I’indicateur rouge de méthyle (0,05 % dans 1’éthanol 94-97 % v/v) qui vire
du rouge dans un milieu acide au jaune dans un milieu basique ;

e une titration du distillat par 1’acide sulfurique (0,1N).

Le résultat est exprimé en grammes d’azote par unité de volume ou par unité de masse

du lait reconstitué.

2-5-Acidité titrable

Le principe consiste a titrer 1’acidité lactique du lait reconstitué (substrat de Berridge)
par I’hydroxyde de sodium (0,1N) en présence de phénolphtaléine (1g dans 100 mL d’éthanol
96%) comme indicateur de couleur de neutralisation selon la norme francaise V 04-206
(ANONYME, 1993). Le résultat est exprimé en en grammes d’acide lactique par unité de

volume.
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3-EXTRACTION DE LA PEPSINE
3-1-Le diagramme d’extraction adopté

L’extraction de la pepsine de poulet est effectuée selon le diagramm

e décrit par

BOHAK, (1970). Les proventricules récupérés sont broyés et macérés dans une solution

contenant du NaCl et du NaHCOj;. Le macérat est ensuite filtré puis activé a pH 2

pendant une

demi-heure. Aprés activation, un ajustement du pH a 6,6 est réalisé pour tester I’activité

enzymatique. Les étapes d’extraction de la pepsine de poulet sont décrites dans
Abattage, récupération et transport des proventricules (4-6°C)
Proventricules frais (100g)
3g de NaCl et 0,7g de NaHCO; ‘
pour 100mL de solution
Broyage et macération (3 heures) sous agitation dans 300 mL de solution

Rétentat (fragments de tissus)«—— Filtration a travers deux couches de gaze (~0,5 mm),

l

EXTRAIT BRUT NON ACTIVE (pepsinogene, pH= 8,52)
HCI3 N

AN

Activation en pepsine (30 min., pH 2, a 20-25°C)
NaOH 1IN
Ajustement fu pHa 6,6

Rétentat (fragments de tissus)<«— Filtration a travers deux couches de gaze

la figure 17.

> ~3h 30 min

>~1h

|

EXTRAIT BRUT ACTIVE

Figure 17: Diagramme d’extraction de la pepsine de poulet selon BOHAK
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3-2 Expression du rendement de I’extraction

Le rendement d’extraction de la présure est exprimé par unités présures totales
rapportées au volume final obtenu apres extraction et a I'unité de masse de proventricules
frais. Aussi, ce rendement est exprimé sous forme de force coagulante en unités Soxhlet

(MOSCHOPOULOU et al., 2004, 2006, 2009, MOSCHOPOULOU, 2011).

Le rendement d’extraction relatif a I’extrait brut de pepsine de poulet obtenu apres
macération de 100 g de proventricules dans 300 mL de solution d’extraction est exprimé par
unités présures totales rapportées au volume d’extraction final et a 1'unité de masse de

proventricules frais ainsi que par la force coagulante.

4-CARACTERISATION DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE DE L’EXTRAIT

Toute enzyme coagulante est principalement caractérisée par sa force coagulante et ses
activités protéolytiques. Ces propriétés ainsi étudiées, déterminées et connues pour l’extrait
brut de la pepsine de poulet constitueraient un potentiel d’utilisation et d’application dans la

fabrication fromagere. Ceci est par comparaison a I’enzyme de référence, la présure.

4-1-Caractéristique de la présure de référence

Les déterminations effectuées sur la pepsine sont en comparaison avec I’enzyme de
référence, la présure, présentée sous forme de poudre. Elle a une force de 1/100000 avec plus
de 75 % de chymosine (4000 mg par kg) et moins de 25 % de pepsine. L’ensemble des ces
caractéristiques est donné par la fiche technique du produit (MARSHALL™-Rhodia-Food—
France). La poudre de présure est reconstituée a 1 g dans 100 mL d’eau distillée. Cette
solution mére a servi a la préparation de dilution de ’ordre de 0,1mL/100mL soit 10° g de
présure/mL d’eau distillée. Ceci est pour donner un temps de floculation compris entre 300 et

360 secondes (GREEN et al., 1984).

4-2-Evaluation de I’activité coagulante
4-2-1-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 ’ajout de 1 mL de la dilution

enzymatique. Le tube est ensuite soumis a une légere rotation. Le chronometre est arrété des
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I’apparition des premiers flocons sur la paroi du tube et le temps de floculation est noté
(ALAIS, 1984). Le temps de floculation est employé dans le calcul de 1’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), soit 0,5 % (v/v) pour la dilution de I’extrait brut de
pepsine et 0,1 % (v/v) pour la dilution de présure. Rappelons que la dilution de 1’extrait brut
de pepsine et celle de la présure suscitées ont servi a ’ensemble des différentes déterminations

de notre étude.

4-2-2- Détermination des unités présure et de la force coagulante

Par définition, I’activité coagulante est représentée par un rapport de quantité, entre un
certain volume d’enzyme et un certain volume de lait amené a coaguler dans des conditions
fixées arbitrairement. La méthode de Berridge consiste a calculer I’Unité Présure (UP) qui est
la quantité d’enzyme active contenue dans 1 cm®, qui coagule 10 cm® de substrat standard en
100 secondes a 30°C.

10xTxw

UP : unité présure, 100 : temps de coagulation du substrat standard (100 secondes), V :
volume de lait ; 10 : volume du substrat standard (10 mL), T : temps de floculation en

secondes, v : volume de I’extrait d’enzyme dilué¢ (ALAIS, 1984).

La force coagulante (F), exprimée en unité Soxhlet (US), représente le nombre de
volumes de lait frais de mélange coagulé par un volume de présure, en 40 min a 35°C
(Veisseyre, 1979 ; ALAIS, 1984, MAHAUT et al., 2000).

2400 =W
L ——
Txvw

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

secondes ; 2400 : 40 x 60 secondes.
4-3-Détermination de P’activité de ’aspartyl protéase
L’activité protéolytique de la pepsine est estimée par la détermination des unités

d’activité aspartyl protéase sur I’hémoglobine, substrat connu pour sa stabilité particuliere
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(JARDILLIER et al., 1972). Le mélange réactionnel est composé de 2,5 mL d’hémoglobine,
2,5 %) (m/v), 1,5 mL du tampon sodium acétate (0,1 M, pH 4) et de 1 mL d’extrait
enzymatique. Apres incubation a 40 C au bain Marie pendant 1 heure, un volume égal d’acide
trichloracétique (TCA) a 2,5 % de concentration finale est additionné au mélange, puis
filtration. Les composés azotés non protéiques récupérés dans le filtrat, sont dosés par
colorimétrie a 650 nm avec le réactif de Folin-Ciocalteu contre un blanc. Ce dernier est
constitu¢ avec les mémes volumes que ceux du mélange réactionnel, d’abord d’hémoglobine
et de TCA pour stopper la réaction enzymatique puis 1’addition de I’extrait enzymatique
(ANSON et al. 1938 cit¢ par MECHAKRA et al., 1999). L’unité d’activité aspartyl protéase
correspond a lpg de tyrosine libérée par heure et par mL de mélange réactionnel (courbe

d’étalonnage figure 16 : C)

4-4-Caractérisation fine
Pour identifier la (les) fraction (s) hautement active(s) dans 1’extrait brut de pepsine de
poulet, une purification partielle par FPLC (Fast Protein liquid chromatography) suivie d’une

détermination des activités coagulante et protéolytique sont effectuées.

4-4-1-Fractionnement par FPLC

L’extrait brut activé est ultracentrifugé a 30000 g pendant 25 minutes. Ensuite, il est
dialys¢ (2,4 nm) contre une solution de bis-Tris (20 mM) pH 6 pendant une nuit a 4°C pour
¢liminer les différentes molécules de sel en 1’occurrence le NaCl. Le dialysat ainsi obtenu est

filtré a travers un filtre seringue de 0,45 pm de porosité pour donner le dialysat filtré.

Le chromatographe utilisé est de type : (Pharmacia Plus, Gradient programmer G-P-
250, avec pompes, Pharmacia LKB Pump P-500, HOLLANDE). La boucle li¢e a la colonne
de capacité de 1000 pL est chargée du dialysat filtré. Ensuite ce volume est injecté¢ avec un
débit de 0,2 mL/min pendant 4 min, dans la colonne échangeuse d’anions mono Q sépharose
(volume 30 mL, diametre 1,6 cm, hauteur 15 cm) pouvant fixer de 20 a 50 mg de protéines
avec une amplitude de 1 DO a 280 nm. Les protéines non retenues par la colonne (exclues)
sont séparées par la solution (A) (Tris 20 mM pH 6) a 0,5 mL/min pendant 4 minutes. Les
protéines fortement liées sont séparées par la solution (B) (bis Tris 20 mM pH 6 + NaCl 0,5
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M) avec un débit de 0,5 mL/min pendant 45 min. ou le gradient en NaCl passe de 0 a 75%
pendant 40 min puis de 75 a 100% pendant 5 min (Sheehan et O’Sullivan, 2004).

4-4-2-Activités coagulante et protéolytique des fractions
L’activité coagulante (UP/mL) et I’activité de I’aspartylprotéase
(ug de tyrosine/ heure / mL) des fractions obtenues par FPLC ont été¢ déterminées comme

décrit dans le chapitre : « Caracterisation de 1’activité enzymatique de 1’extrait ».

4-4-3-Caractérisation par séparation électrophorétique

Des volumes d’échantillons prélevés de chaque niveau (250 pL) des différentes
opérations unitaires (ultracentrifugation, dialyse, filtration du dialysat) utilisées pour la
préparation de l’extrait brut a la purification partielle ainsi que la fraction présentant le
maximum d’activité enzymatique issue du fractionnement par FPLC ont été séparés par SDS-
PAGE. Ces échantillons ont été dilués dans la solution de préparation pH 6,8 (Tris HCI 0,062
M, dithiothréitol (DTT) 0,03 M, EDTA 0,0004 M, SDS 1,5%, glycérol 5 %, bleu de
bromophénol 0,01%) puis chauffés a 100 °C pendant 5 min. Une séparation sur SDS-PAGE,
est réalisée selon la technique de LAEMMLI (1970), dans une mini cuve d’¢électrophorese
(Hoefer Mighty small II SE 250, San Fransisco liée a un générateur de courant,

Electrophoresis power supply ST 606 T, France).

De plus, nous nous sommes intéressés a comparer le profil de 1’action protéolytique de
la fraction dialysée, de la fraction partiellement purifiée par FPLC ainsi que celle de 1’extrait
brut non dilué, sur les protéines du substrat de Berridge dans une proportion de concentration
enzyme/substrat de 1/10. Pour cela, une séparation sur SDS-PAGE (20%, et de 7,5 % ) est

opérée selon les conditions opératoires suscitées.

5-ETUDE DE LA COAGULATION
Pour mieux comprendre le phénomeéne de coagulation a 1’échelle macroscopique et
microscopique des gels, les propriétés physico chimiques, rhéologique, protéolytique et

microstructurales ont été étudiées.
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5-1-Confirmation des conditions optimales de coagulation

Pour mieux caractériser le profil coagulant de la pepsine de poulet, nous avons procédé
a I’étude de la variation du temps de floculation en fonction des variations des facteurs du
milieu réactionnel (pH, température et concentration en CaCl,). Le temps de floculation le
plus court noté pour chaque paramétre offre une activité coagulante plus importante. Les
valeurs de pH, de température et de concentration en CaCl, du substrat sont déterminées

comme suit :

le pH a été ajusté pour les valeurs de : 5,0 - 5,6 - 6,2 - 6,6 - 7,5 et 8,5 avec des solutions
de HCI (0,IN) ou de NaOH (0,1 N) dans des tubes contenant 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 ont été fixées de 30°C a 65°C (intervalle de
5°C). Aprées 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 CaCl,, 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 CaCl,. 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).

5-2-Suivi des caractéristiques physico-chimiques
La formation progressive d’un gel au cours du temps peut étre appréciée par les
variations de la turbidit¢ et de la conductivité électrique (LUCEY, 2002). Ainsi, la

comparaison du degré d’agrégation des micelles de caséines apres déstabilisation et 1’aptitude
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des minéraux répartis entre la phase aqueuse et le gel a conduire le courant électrique sont

appréciés pour le gel pepsine ou le gel présure.

5-2-1-Turbidité

La turbidité consiste en la mesure de I’intensité¢ lumineuse diffusée par des particules
dispersées en suspension dans un liquide. L’indication de la mesure est effectuée en NTU
(nephelometric turbidity unit). La transition du lait au gel sous I’action de la pepsine de poulet
ou de la présure conduit a la détermination du degré d’agrégation des micelles par mesure de
la turbidité¢ (Turb 555IR USA) selon la méthode décrite par BANON et HARDY, (1992).
Cette détermination porte sur la mesure du rayonnement diffusé par les particules non
dissoutes, du gel pepsine ou du gel présure. La variation de la turbidité, At exprimée en NTU
est mesurée comme At = 1-Tp ou Tpest la valeur de la turbidité du lait avant I’adjonction de
I’enzyme (pepsine ou présure). Le profil de turbidité obtenu a pH 6,6 a 30°C est apprécié de
0,5ha24h(0,5h, 1h, 3h, 6h, 9h, et 24 h).

5-2-2-Conductivité

La mobilit¢é des minéraux entre la phase aqueuse et la phase gel a été suivie par
conductimétrie. Le conductimetre utilisé est de type (Tacussel CD6N, France). Il s’agit de
faire passer un courant alternatif de trés basse tension entre deux ¢€lectrodes (de référence et de
mesure) plongées dans le gel en question. La mesure porte sur la conductivité en milli Siemens
par cm (mS/cm) au courant électrique des minéraux répartis entre les deux phases (aqueuse et
micellaire) (TSOULI et al., 1975) a pH 6,6 et 30 °C du gel pepsine ou du gel présure aprés
coagulation de 0,5h, 1h, 3h, 6h, 9h, et 24 h.

5-3-Suivi des propriétés rhéologiques

Apres coagulation, les propriétés rhéologiques du gel pepsine ou du gel présure sont
appréciés. Ceci est dans le but de déterminer et de comparer leurs caractéristiques
viscoélastiques, leurs seuils d’écoulement et leurs points de rupture ainsi que le suivi de la
cinétique de la viscosité (transition sol-gel). Ces caractéristiques en outre, permettraient

d’estimer et de présager le type d’interactions impliquées entre les protéines des gels étudiés.
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Les parameétres rhéologiques du gel pepsine ou du gel présure : viscosité, seuil
d’écoulement, cinétique de coagulation, ont été étudiés en régime permanent (vitesse de
cisaillement imposée) et la viscoélasticité en régime dynamique (contrainte imposée). Le
rhéométre utilisé est de type StressTech Reologica (REOLOGICA INSTRUMENTS AB,
SCHEELEVAGEN 30, 22363 LUND, SWEDEN).

5-3-1-Détermination des modules G’ et G’

Les méthodes rhéologiques déterminées a I’aide d’un rhéomeétre caractérisent les
propriétés physiques du gel. Elles permettent d’évaluer I’¢lasticité G’ et la viscosité G”* du gel
exprimées en Pascal (Pa) avec 1’angle de perte & qui est le rapport entre G’ et G’. Ce rapport

informe sur le comportement prédominant du milieu, élastique ou visqueux.

La mesure est effectuée par un systeme cone-plan (40 mm de diametre pour le plan et
4° pour le cone). L’expression des résultats G' (Pa), G" (Pa) et angle de perte  est en fonction
de la fréquence (Hz). Pour éviter la destruction des gels, les modules d'¢lasticité G' de
viscosit¢ G" ainsi que 1’angle de perte 6 des gels pepsine ou présure sont mesurés dans le

domaine de viscoélasticité linéaire (déformation <2%) (BROWN, 2003).

5-3-2-Détermination de la viscosité

La viscosité apparente (cinétique de coagulation) en fonction du temps des gels pepsine
ou présure est déterminée a 1’aide d’un systéme a cylindres co-axiaux (diametre interne 25 mm
et diamétre externe 27 mm) avec une vitesse de cisaillement constante (200 sec™) et un temps
d'application de 23 minutes. Un volume de 15 mL de substrat de Berridge est gardé dans le
cylindre pendant 30 minutes pour atteindre 30°C, puis 1 mL de la solution enzymatique de
force 1/13142 y est additionné. Cet instant d’addition correspond au début de contact enzyme-

substrat. La courbe exprime la viscosité (Pas) en fonction du temps en secondes.

La viscosit¢ absolue du lait a été aussi déterminée. Apreés homogénéisation d’un
volume de substrat de Berridge avec une baguette pleine en verre, une goutte est déposée sur
le systéme de mesure constitué d’un cone-plan (40 mm de diametre pour le plan et 4° pour le

cone). Une vitesse de cisaillement allant de 1 a 200 sec™ est appliquée avec un temps de

mesure de 200 sec. Le rhéogramme obtenu exprime la contrainte T (Pa) en fonction de la
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vitesse de cisaillement € (1/s) (courbe d’écoulement), d’une part et la viscosité n (viscosité

absolue) en fonction de la vitesse de cisaillement € (1/s) d’autre part (KOROLCZUC et
al.,1986 et TUNICK, 2000).

5-3-3-Détermination du seuil d’écoulement

Pour pouvoir déterminer les balayages en déformation et la contrainte seuil c'est-a-dire
I’énergie minimale requise pour détruire la structure d’un gel, le seuil d’écoulement, paramétre
rhéologique de 1’état physique du matériau est investigué. Il correspond a la contrainte qui doit
étre atteinte ou méme dépassée pour qu'il y ait écoulement. Notons que plus la contrainte seuil

est élevée, plus la dispersion du systeme est compacte.

Le seuil d’écoulement du gel pepsine ou présure est déterminé apres dépdt d’une
goutte de gel cassé entre le cone d’une inclinaison de 4°et d’un plan de 40 mm de diamétre.
Une vitesse de cisaillement allant de 1 & 200 sec™ est appliquée avec un temps d'application de
200 sec. Le rhéogramme obtenu exprime la contrainte T (Pa) en fonction de la vitesse de
cisaillement ¢ (1/s). Le point d’intersection de la droite du graphe avec 1’axe des ordonnées

détermine le seuil d’écoulement t. exprimé en (Pa) (CAYOT et al., 2003).

5-4-Appréciation du point de rupture des gels

Pour estimer la force nécessaire a la déformation de la structure des gels pepsine ou
présure, c’est-a-dire leurs points de rupture, une compression uniaxiale permettant de
comprimer environ 90% de la hauteur initiale du gel est appliquée avec un temps de
compression de 40 secondes. Cette mesure est obtenue par I'utilisation d’une sonde de 38 mm
de diameétre et d’une vitesse de pénétration de 40 mm/min. Le gel pepsine ou présure servant
aux mesures rhéologiques est obtenu aprés coagulation du substrat de Berridge pendant 12
minutes a 30°C, dans un bécher ayant une hauteur de 55 mm et un diametre de 40 mm. Le
maximum de la force exprimé en Newton (N) est relatif au point de rupture du gel
correspondant (BERTOLA, 1992 ; LUCEY, 2002). Le texturometre employé¢ est : TEXTURE
ANALYSER TA PLUS LLOYD INSTRUMENTS UK li¢ a un logiciel, NEXYGEN-LOT.
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5-5-Etude de la synérése

Pour estimer et apprécier leur compacité et leur contractibilité, 1’é¢tude de la synérése
du gel pepsine ou du gel présure est envisagée selon la méthode de MARSHALL (1982), cité
par CALVO et BALCONES (2000). Un volume de ImL de la pepsine de poulet ou de la
présure est additionné a 60 mL de substrat de Berridge dans des béchers maintenus a 30°C.
Aprés coagulation, (temps 0), le gel est découpé en cubes de 1 cm’, puis une couche de gaze
est placée sur la surface du bécher de maniere a retenir le gel et laisser le sérum s’y écouler. Le
lactosérum exsudé de manicre spontanée issu de la synérése du gel pepsine ou du gel présure
est quantifié par pesée a des intervalles de temps de coagulation différents (0,5 h, 1h, 3h, 6h,
Oh, et 24h).

5-6-Suivi de la protéolyse

La protéolyse du substrat de Berridge apres coagulation enzymatique a été estimée par
le suivi de I’augmentation de la libération de 1’azote non protéique (Non Protein Nitrogen ou
NPN) par rapport a 1’azote total, de I’augmentation en azote non caséinique (Non Casein
Nitrogen ou NCN) par rapport a 1’azote total ainsi que par une séparation ¢lectrophorétique
des fractions azotées par SDS-PAGE et urea-PAGE. Ceci est pour caractériser le profil

protéolytique de la pepsine de poulet et le comparer a celui de la présure.

5-6-1-par les fractions azotées libérées

L’activité protéolytique est étudiée par le suivi des fractions NCN et NPN dans le
surnageant apres précipitation des caséines a pH 4,4 (LENOIR, 1963, LE QUERE et al,
1998 ; ROSEIRO, 2003) et des protéines a 1’acide trichloroacétique TCA (Biochem,
Chemopharma, USA) a 12 p. cent de concentration finale respectivement, suivie de
centrifugation (10 000g, 10 min.). NCN et NPN ont ét¢ déterminés dans des intervalles de
temps différents (0,5 h, 1h, 3h, 6h, 9h, 24h). L’azote total (TN), le NPN et le NCN ont été
dosés par la méthode de Kjeldahl (chapitre 2 techniques d’analyses) sur unités de Gerhardt,
Boon K 1.16 (UK).
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5-6-2-par séparation électrophorétique

L’échantillon destiné a la séparation par électrophorese sur gel de polyacrylamide en
milieu urée ou en milieu SDS est préparé comme suit: a 10 mL de substrat de Berridge
(pH 6,6, 30°C), ImL de la solution enzymatique (pepsine de poulet ou présure) est rajouté.
Ensuite, la réaction est arrétée a des différents intervalles de temps (0,5h, 1h, 3h, 6h, 9h, 24h)
par addition de 500uL de TCA (50 g L) de concentration finale 0,21 % (m/v). Les
échantillons sont laissés pendant une nuit a 4°C pour précipiter. Ensuite, une centrifugation est
achevée a 10 000 g, pendant 10 min. et les précipités (150 pL) sont dissous dans 450uL des
solutions tampons a ou b (CAVALLI et al, 2004) :
(a) pour urea- PAGE, 0,062 M Tris, 8 M urée, 2 ml 2-mercaptoéthanol L™ et 0,02 g de bleu
de bromophénol L™, puis le pH a été ajusté a 7,6 et les échantillons ont été agités pour 30s ;
(b) pour SDS-PAGE, 0,0625 M Tris, 20g SDS L'l, 2 ml 2-mercaptoéthanol L'l, 0,02 g de
bleu de bromophénol L. Le pH a été ajusté a 6,8 puis les échantillons ont été chauffés a
100°C pendant 5 minutes. La matrice du gel concentré utilisé (acrylamide/bis acrylamide) est
de 30,8 % T, 2,6 % C.

La séparation ¢€lectrophorétique a été effectuée dans une mini cuve type Protean III
(Biorad Laboratories, California, USA), liée a un générateur de courant type Consort,

(Turnhout, Belgique).

5-7-1dentification des interactions impliquées dans les gels formés

En vue de caractériser le type d’interactions existant entre les protéines du gel pepsine
ou du gel présure, des agents dissociants de différentes natures (SDS, urée et EDTA) et de
différentes concentrations sont utilisés.

La méthode suivie est celle décrite par Lefebvre-Cases et al. (1998a). Le principe est
basé sur la dislocation des liaisons impliquées dans ’interaction et le maintien des structures
des gels pepsine ou présure par des agents dissociants. L’abondance et I’importance des
liaisons hydrophobes sont décelées et situées par le sodium dodecyl sulfate (SDS), les liaisons
hydrogénes par 1’urée et les liaisons calciques par 1’agent chélateur du calcium a savoir I’acide
¢thyle diamine tétra acétique (EDTA).

Des volumes de 8 ml, de gel pepsine ou de gel présure ont été dispersés dans 32 ml de

la solution aqueuse dissociante dont les concentrations sont : SDS (1 %), urée (6 M) et EDTA
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(100 mM), ou dans une solution de combinaison de deux agents dissociants (SDS-urée),
(SDS-EDTA), (urée-EDTA).
Tableau 6 : Concentrations des agents dissociants seuls et en combinaison

(Lefebvre-Cases et al. 1998a).

SDS (g 100mL™) 0,1 |03[05]07]| 1
Urée (M) 2 304(5)| 6
EDTA(mM) 20 |40 | 60 | 80 | 100

SDS 1 % (g 100mL™") + urée 6 M

SDS 1 % (g 100mL™") + EDTA 100 mM

Urée 6 M + EDTA 100 mM

Comme témoin, 8 mL du gel pepsine ou du gel présure ont été dispersés dans 32 ml
d’eau distillée. Les mélanges ainsi obtenus (gels + agents dissociants ou gels + eau) ont été
rapidement homogénéisés par 1’utilisation d’un polytron (PT10-35, vitesse fixe 30.000 t/min,
Kinematica AG Nouvelle-Zélande) pendant 45 secondes puis 1 ml prélevé de chaque
dispersion du gel est centrifugé a 35000g pendant 32 minutes a 4°C (Centrikon T-42 K, ALC
International Srl Italie). Apres centrifugation, les surnageants (protéines solubles) ont été
récupérés, conservés a 4°C jusqu'a analyse. Les protéines totales et les protéines solubles
libérées dans le surnageant aprés action d’agents dissociants (seul ou en combinaison) sont
quantifiées par la méthode de Lowry a 750 nm (voir chapitre 2 techniques d’analyses). Les
résultats expriment le taux de protéines solubles relatif aux protéines totales en fonction des

concentrations utilisées pour chaque agent dissociant.

5-8-Observation au MEB (Microscopie Electronique a Balayage)

Le mode d’agrégation des micelles de caséines du gel pepsine ou du gel présure ainsi
que sa structure finale sont étudiés a 1’échelle microscopique. Ceci est pour appuyer et
expliquer davantage 1’ensemble des propriétés physico-chimiques et des phénomenes

rhéologiques déterminés a I’échelle macroscopique.
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Le principe de la microscopie électronique a balayage consiste a utiliser un faisceau
d’¢électrons accélérés trés fin qui balaie point par point la surface de 1’échantillon. Les
¢lectrons rétrodiffusés et les électrons secondaires émis par 1’échantillon sont recueillis
sélectivement par des détecteurs qui transmettent le signal a un écran cathodique pour former

des images.

Apres coagulation (0,5h, 6heures et 24 heures), dans des tubes a essai, le gel pepsine
ou le gel présure sont cassés par agitation manuelle, puis une goutte de chacun est déposée sur
un support inerte (fragment de membrane en alumine), ensuite fixée par la solution de
glutaraldéhyde (1%) pendant 15 heures environ. Les échantillons sont aprés déshydratés dans
une série de solutions d’éthanol (20°, 30°, 40°, 50°, 60°, 70°, 80, 85°, 90°, 95°, 100°), séchés
au point critique du CO; sur un appareil Baltec CPD030, métallisés a 1’or sur un appareil
Baltec MED 20 (Balzers Union, FL-9496 Balzers, Germany), puis observés par le microscope
¢lectronique a balayage (Philips XL 30, BP 45, 94454 Limeil Brevannes, France), opéré a 30
Kv, grossissement (x14000) (ATTIA et al., 1991).

6-APPRECIATION DE L’APTITUDE A LA CONSERVATION DE L’EXTRAIT
BRUT

Pour préserver une stabilité de 1’activité de 1’extrait brut de pepsine de poulet étudié et
garantir son utilisation, les possibilités de conservation par séchage sous vide poussé
(Ilyophilisation), ou sous vide partiel sont envisagées. L’impact de 1’adjonction ou non du
lactose en tant que protecteur et I’activation ou non du pepsinogeéne avant et apres séchage

sont abordés.

L’objectif est d’étudier 1’effet de la conservation par lyophilisation (séchage sous vide
poussé, a -60°C, 0,1 m bar, 12 heures) (lyophilisateur, Alpha 1-4, 100400, Germany) ou par
séchage sous vide partiel (48°C, 200 mbar, 18h) (Gallenkamp, OVL-570-010 J, OVA 031. XX

1.5, UK) sur I’activité coagulante résiduelle de I’extrait brut de pepsine de poulet.

6-1-Conservation par déshydratation
L’extrait brut destiné au séchage sous vide pouss¢ (lyophilisation) ou au séchage sous vide

partiel est réparti en quatre volumes : a) non activé non lactosé (NA-NL), activé non lactosé
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(A-NL), non activé lactosé (NA-L), activé lactosé¢ (A-L). Nous signalons que le terme « non
activé » désigne I’extrait brut de pepsine de poulet non activé avant séchage. Son activation a lieu,
apres séchage lors de sa reconstitution, pour I’estimation de 1’activité résiduelle. L’adjonction du
lactose est de I’ordre de 5% (m/m) vu que ce diholoside présente une haute rétention de ’activité
enzymatique comparativement a d’autres sucres pour la méme concentration (VASILJEVIC et
JELEN, 2003). Cinq mL de chaque volume sont déposés dans une boite de pétri (70 mm de
diametre et 30 mm d’épaisseur). Pour éviter la projection de la poudre de I’extrait enzymatique

obtenue en fin de chaque opération, toute boite a été recouverte d’une couche de parafilm

finement trouée. Les échantillons destinés a la lyophilisation sont d’abord placés a =25°C.

6-1-1-Sous vide partiel
L’opération est procédée a 48°C et a 200 mbar (Gallenkamp, OVL-570-010 J, OVA
031. XX 1.5, UK). Cette opération est arrétée (18 heures) aprés obtention d’un extrait
enzymatique sec d’une humidité moyenne de 5 % (WARD et al., 1999) sur des échantillons

témoins.

6-1-2-Cryodessiccation
L’opération est procédée a (-60°C), et 0,1 m bar (Alpha 1-4, 100400, Germany). Cette
opération est arrétée (12 heures) apres obtention d’un extrait enzymatique sec d’une humidité

moyenne de 5 % (WARD et al., 1999) sur des échantillons témoins.

6-1-3-Entreposage des échantillons déshydratés
Apres déshydratation, des boites de pétri sont utilisées comme contenant pour les
¢chantillons séchés. Elles sont recouvertes, entourées d’une bande adhésive sur les bords, puis

placées dans des cartons et stockées a température ambiante.

6-2-Estimation de I’activité coagulante résiduelle

L’efficacit¢ de D'opération du séchage sous vide partiel ou sous vide poussé est
appréciée directement aprés chacune des deux opérations. Aussi, I’effet de conservation par
les procédés de séchage suscités est estimé tous les 15 jours d’entreposage sur une période de

135 jours par évaluation de ’activité coagulante résiduelle comparée a 1’activité coagulante a
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I’¢état frais (pepsine sans lactose). Ceci est procédé apres dissolution de I’extrait enzymatique
séché¢ dans un volume d’eau distillée ayant la méme concentration que celle de I’extrait

enzymatique avant séchage.

6-3-Expression de I’activité coagulante résiduelle

Dé¢s récupération des échantillons déshydratés, une estimation de I’activité coagulante
est effectuée. Cette activité mesurée correspond au temps zéro de 1’entreposage. Cela permet
de distinguer ’activité résiduelle montrant 1’effet de 1’opération de séchage.

Activité coagulante apres lyophilisation ou séchage sous vide partiel
Activité coagulante résiduelle = x 100
(%)

Activité coagulante initiale a I’état frais

Au cours de I’entreposage, I’activité coagulante résiduelle est aussi estimée pour chacun des

modes de séchage comme suit :

Activité coagulante apres entreposage 100
X

Activité coagulante résiduelle =
au cours de Pentreposage (%) Activité coagulante initiale a 1’état frais

Les étapes de préparation des différents échantillons sont résumées dans la figure 18.

7-ANALYSE STATISTIQUE
Les données expérimentales sont présentées sous forme de moyennes et d’écarts-type
de trois expériences. Pour confirmer ou infirmer la présence d’une différence significative de

certains facteurs de mesure des données expérimentales, une analyse de la variance (ANOVA)

au seuil de 5% en est effectuée par 1’utilisation du logiciel STATISTICA Version 8.0 (2008).
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Extrait brut de pepsine

Sans ajout de lactose (NL) / \ Ajout de lactose (L) 5% (m/m)

~ -

ACTIVE (A) NON ACTIVE (NA)
HCI(3N) apH 2
NaOH (3N) a pH 6,6
(PEPSINE) (PEPSINOGENE)
A-T. A-NI. NA-L NA-NL
( )
SECHAGE
Lyophilisation (0,1 mbar, -60°C) Séchage sous vide partie (200mbar, 48°C) y
A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 \ 4 \ 4
A-L A-NL NA-L NA-NL A-L A-NL NA-L NA-NL
|

’

ENTREPOSAGE (22-25°C)

le;jour 15-135jours

A 4

Reconstitution a la concentration initiale

A 4 A 4
Pepsine Pepsinogene

A 4

Activation

A 4 A 4

Mesure du temps de floculation sur substrat de Berridge

Figure 18 : Préparation de 1’extrait brut pour 1’é¢tude de 1’aptitude a la conservation

58



RESULTATS
&
DISCUSSION



Résultats & Discussion

1-CARACTERISATION DES MATIERES PREMIERES
Les résultats présentés dans ce chapitre sont obtenus a partir d’une extraction

répétée trois (3) fois.

1-1-Caractéristiques dimensionnelles des proventricules

Sur un lot de 50 proventricules frais, la masse (g) et la longueur (mm) sont
6,7 = 0,7 et 34 + 0,5 respectivement. Ces résultats s'accordent avec ceux donnés par
BOHAK (1970) et par ALAMARGOT (1982) qui sont respectivement en moyenne de
I'ordre de 7g et de 30 mm.

1-2-Caractéristiques du lait
Le lait reconstitué¢ a 12 p. cent (m/v) ayant servi comme substrat de Berridge présente

la composition globale suivante :

Tableau 7 : Composition du substrat de Berridge

Caractéristique Moyenne £ ET (g . 100 mL™),
Matiére séche totale 11,58 +£ 0,02
Fractions azotées
TN 0,63 +0,04
NPN 0,0320 +£0,0021
NCN 0,210 + 0,02
Maticre grasse 0,13+0,10
Cendres 0,97 +0,19
pH 6,7+0,1
Acidité lactique 1,7+0,1

Vu sa teneur satisfaisante en protéines (4%) (ALAIS, 1984 ; CAYOT et LORIENT,
1998 ; MAHAUT et al.,, 2000) et sa faible teneur en matiére grasse totale, nous
considérons que ce lait peut servir comme un bon substrat pour la détermination de
l'activité coagulante de lI'enzyme étudiée et pour la caractérisation rhéologique des gels
obtenus par la pepsine ou par la présure. Des activités coagulantes optimales, sont obtenues

sur des laits dont la teneur en matiére grasse totale est inférieure a 2 % (McMAHON et al.,

1984).
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2-CARACTERISTIQUES DE L’EXTRAIT BRUT ET RENDEMENT DE
L’EXTRACTION

2-1-Caractéristiques de I’extrait brut

L’extrait brut de pepsine de poulet obtenu aprés extraction est caractérisé par
I’activité coagulante, la force coagulante, et 1’activité aspartyl-protéase, regroupées dans le
tableau 8.

Tableau 8 : Activités enzymatiques de I’extrait brut de pepsine de poulet par

comparaison a la présure

Caractéristique Extrait brut de Présure

pepsine de poulet (moyenne £+ ET)
(moyenne + ET)

Activité coagulante (UP.mL'l) 60,06°+ 0,14 323,62° + 44,56

Force coagulante (US) 13142° + 1498 70815% 1865

Activité aspartyl-protéase (ug mL™" h™) 8,38°+ 0,22 6,83'+ 0,12

Activité coagulante /activité aspartyl 7,23 47,38

protéase

Protéines (mg mL™) 35,40% + 0,40 10,33" £ 0,25

*Activité spécifique (UP mg™) 1,7 31,32

Les moyennes suivies de lettres différentes sont significativement différentes (p<0,05)
* Activité spécifique (UP mg™") = activité coagulante (UPmL")/taux de protéines (mg mL™)

L'extrait brut (pH 8,5+ 0,1) issu de proventricules de poulet est constitué
principalement de broyats de glandes sécrétrices d'enzymes appelées glandes a mucus. Ces
glandes renferment principalement le zymogene de pepsine ou pepsinogene
(ALAMARGOT, 1982). Apres activation a pH acide, le fragment peptidique (~8 KD) qui
masque le site actif est détaché et I’enzyme (pepsine) devient donc active. Cette activité est
exprimée de différentes maniéres pour mieux caractériser I’enzyme étudiée. La pepsine est
considérée comme étant I'unique protéase présente dans le suc gastrique du proventricule

de poulet (LARBIER et LECLERCQ, 1992).

Sur le plan statistique, une différence tres significative (p< 0,0001) (tableau 8) est
notée entre les activités enzymatiques de 1’extrait brut de pepsine de poulet étudiée et

celles de la présure. Ceci concorde avec les résultats des travaux de recherches des auteurs

60




Résultats & Discussion

qui ont confirmé que 1’activité protéolytique exprimée sous ses différentes formes pour la
pepsine de poulet est plus élevée que celle de la présure. Ceci semble valable que la
pepsine soit testée principalement sur les caséinates de sodium bovines, ou sur
I’hémoglobine (BOHAK, 1969, BOHAK, 1970, DOLGIKH et al., 1976, GORDIN et
ROSENTHAL, 1978, EI-ABBASSY et WAHBA, 1988, PICHOVA et KOSTKA 1990,
EL-SHAMEI et GOUDA 1990, GOUDA et EL-SHAMEI 1990), ou lors de I’affinage de
certains fromages (Cheddar, Domiati, Edam, Emmental et Kachkaval) spécifi¢ par
I’amertume accentuée et caractérisé par la libération du tryptophane et/ou de la tyrosine
(GORDIN et ROSENTHAL, 1978, GORDIN et al., 1978, LIM et GORDIN, 1979,
GORDIN et KOSIKOWSKI, 1979, STAINLEY et al., 1980, FINDLAY et al., 1984,
GREEN et al., 1984, WAHBA et EL-ABBASSY, 1984).

En effet, GOUDA et al. (1988), ont montré que les activités protéolytiques de la
pepsine de poulet et de la présure exprimées en mg de tyrosine par 100 mL de solution
aprés standardisation du temps de floculation a 4 minutes, sont de 14,36 et 0,63
respectivement. D’autres recherches ont montré que la pepsine porcine coagule le lait de
chamelle (22,1 UP mL™"), 5 fois plus rapidement que le lait de vache (4,5 UP mL™).
Cependant, la chymosine coagule le lait de chamelle (10,9 UP mL™) 7 fois moins que le
lait de vache (72,5 UP mL'l) (WANGOH et al., 1993).

D’autre part, MOSCHOPOULOU et al., (2006) ont indiqué que ’activité de la
pepsine porcine est la plus élevée sur les caséinates de sodium bovines a pH 5,5 pendant 24
heures, comparativement a celles des pepsines ovines bovines qui avaient des activités
protéolytiques semblables (présure de veau et présure d’agneau) mais légerement
supérieure a celle de la chymosine. De plus, BAUDYS et KOSTKA, (1983), ont montré
I’existence d’une grande similitude entre la pepsine de poulet et la pepsine porcine du point
de vue structure et activité protéolytique. Ce résultat permettrait de déduire que la pepsine
de poulet est d’une activité protéolytique assez élevée comparativement aux pepsines des

autres especes.

Cependant comment peut-on pallier a priori a cette protéolyse peptique intense ? La
pepstatine A, un hexapeptide isolé de plusieurs cultures filtrées de I’espéce Streptomyces
est un inhibiteur compétitif pour la plupart des protéases aspartique auxquelles il se lie au
site actif de facon non covalente, (FUSEK et VETVICKA, 2005). La pepsine de chevreau

est inhibée par la pepstatine A a une concentration de 5 mM, la pepsine de brebis est

61



Résultats & Discussion

complétement inhibée a 10 mM. La chymosine de veau et la pepsine bovine sont inhibées a
45 mM et a 220 mM respectivement (MOSCHOPOULOU et al., 2006). Ces résultats
conduisent a conclure que la pepsine de poulet pourrait étre utilisée dans la fabrication de
fromage comme substitut de chymosine et son activité protéolytique pourrait étre suivie,
contrdlée et modérée par 1’utilisation de la pepstatine A principalement lors de 1’affinage.
Néanmoins, 1’effet de la pepstatine A sur la santé humaine mérite aussi une étude

approfondie.

Notons enfin, que les enzymes coagulantes qui présentent un rapport élevé entre
activité coagulante et activité protéase aspartique sont celles qui sont retenues le plus dans
la fabrication du fromage (SHAMMET et al., 1992). Signalons aussi que la connaissance
de ’activité spécifique de I’extrait brut constitue un premier pas pour suivre les étapes de
purification de pepsine mais doit étre complétée et confirmée par une analyse

¢électrophorétique.

2-2-Rendement de I’extraction
Le protocole d’extraction appliqué a montré qu’a partir de 100 g de proventricules,
et pour 300 mL de solution d’extraction, un volume moyen de 280 ml d’extrait brut est

récupéré.

Le rapport des proventricules a la solution d’extraction est de 1:3. L’activité
coagulante totale rapportée au volume d’extraction et a I’unité de masse de proventricules
frais est de 16816,8 unités présure totales et 168,168 unités présure totales par gramme de
proventricules frais respectivement. Ainsi, un litre de cet extrait pourrait coaguler environ
13142 litres de lait. Par ailleurs, cette méme quantité de lait pourrait étre coagulée par
0,1856 litres de présure dont sa force coagulante -selon nos résultats obtenus- est de 1’ordre
de 70815. Cette opération pourrait réduire 24 € environ du prix de la présure qui colite
approximativement 130 € /L a I’importation selon les déclarations de 1’Office National
Interprofessionnel du Lait (ONIL, 2011). Notons par la suite que le rendement (13142)
obtenu constitue environ le 1/5 de la force de la présure (70815) utilisée comme référence.

Ceci est lié étroitement aux différentes conditions d’extraction.

En effet, TAVARES et al, (1997) ont déterminé les conditions optimales
d'extraction de la pepsine afin de mesurer 1’activité coagulante. Ces conditions sont de

2,5-3,0 % pour la concentration en NaCl, 3 heures de temps de macération a 4°C et un
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intervalle d’ajustement de pH des extraits enzymatiques de [6-6,9]. Ces valeurs s'accordent
avec celles du protocole que nous avons suivi pour 1’extraction de la pepsine a étudier a
partir du proventricule de poulet. En effet, la concentration en solution saline est de 3,7 %,
le temps de macération est de 3 heures a 4°C et ’ajustement du pH de pepsine est a 6,6.
Ainsi, la pepsine semble étre extraite dans des conditions adaptées. Mais ceci n’exclue pas
I’idée que le protocole appliqué pour la pepsine de poulet mérite encore une optimisation

des différentes conditions pour augmenter le rendement d’extraction.

D’autre part, ZHANG et WANG (2007) ont montré que le rendement de
I’extraction de la présure a partir de la caillette du chevreau pourrait étre augmenté¢ suite
a I’application d’une méthode physique a ultrasons suivie d’une extraction dans une
solution de NaCl a 16% pendant 25 minutes avec un rapport des muqueuses de caillettes
a la solution d’extraction de 1:30. Cette technique augmente le rendement et diminue
d’une maniére trés significative le temps d’extraction comparativement aux autres
méthodes classiques. Un temps d’extraction long pourrait favoriser une prolifération
microbienne dans I’extrait final Ce procédé pourrait étre envisagé pour la pepsine de

poulet et ce, pour améliorer notamment le rendement et d’écourter le temps d’extraction.

A titre de comparaison des activités coagulantes, MOSCHOPOULOU et al.,
(2009) rapportent que D’activité coagulante de la présure de I’agneau non sevré de
29,6 £8,2 (UP/mL) est significativement élevée (p<0,05) par rapport a celle de I’agneau
nourri uniquement d’herbes 16,3 +3,9 (UP/mL). Ainsi le rendement en activité
coagulante totale exprimée en unités présures totales de la premiére présure
56,713 +9,866 est plus ¢élevée que la seconde 30,308 +7,464. D’autre part, la
comparaison des caractéristiques enzymatiques rapportées a la masse du matériel frais
utilisé montre que ’activité coagulante de la présure de la caillette d’agneau de masse de
261,4g non sevré (481,4 unités présure totales par gramme de caillette) est
significativement élevée (p<0,05) que celle obtenue de 1’agneau apres sevrage de masse
de 245,7 g (269,3 unités présure totales par gramme de caillette). Cette différence est
attribuée d’une part aux types d’alimentation (au lait ou aux herbes) et d’autre part aux

différentes conditions d’extraction.

En comparaison avec nos résultats, nous constatons que 1’activité de pepsine de

poulet est nettement inférieure a celle de la présure d’agneau par unité de masse. L’activité
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coagulante issue de 1g de caillette d’agneau non sevré et celui nourri d’herbe correspond

environ a 3 geta 1,6 g de proventricules frais respectivement.

MOSCHOPOULOU et al., (2004) et WANGOH et al, 1993 ont étudié
I’influence du rapport de la masse de la caillette au volume de la solution de 1’extraction
en fonction du pH. Pour cela, des caillettes d’agneaux ont été hachées puis macérées
dans une solution de 6% NaCl-2% H3;BO; a des rapports de 1:3, 1:5 et 1:7 a des pH 4,5
et 5,3. Les résultats ont montré que I’extraction au rapport 1:3, qu’elle soit a pH 4,5 ou
5,3 a donné le maximum de rendement exprimé sous forme de force évaluée a 3340 et
3230 respectivement. Cependant, les rendements pour les autres rapports de caillettes a
la solution de macération 1:5 et 1:7 ont été plus faibles que celui de 1:3 avec des forces
de 2260 et de 1560 a pH 4,5 et de 2220 et de 1810 a pH 5,3 respectivement. Ceci
montrerait que le volume réduit de la solution d’extraction semble accumuler, grouper et
condenser le maximum du pool d’enzymes contenues dans le tissu de la caillette et par
conséquent augmenter le rendement en force coagulante. Rappelons par ailleurs que le
rapport utilisé pour I’extraction de la pepsine de poulet par application du protocole de

BOHAK (1970) est de 1: 3 et a donné un extrait brut de force de 13142.

D’une maniére générale, le rendement de la production de la présure sous forme
liquide ne dépend pas seulement de I’état de la caillette mais aussi des conditions de
I’extraction (rapport entre caillettes et solution d’extraction, durée d’extraction, pH,
température, etc.). A titre d’exemple, et pour situer I’effet de pH, I’extraction de la
présure dans une solution constituée de 6% de NaCl et de 2% d’acide borique a pH 5,5
donne une activité coagulante trés €élevée comparativement a celle extraite dans les
mémes conditions de concentrations de solutions mais dans un intervalle de pH allant de
4,0 a 4,5 (MOSCHOPOULOU et al., 2004, et MOSCHOPOULOU, 2011). De méme, il
serait intéressant de procéder a 1’extraction de la pepsine de poulet a différentes valeurs
de pH pour mieux situer I’intervalle optimal du rendement. Un autre facteur lié au
rendement d’extraction dépend du type d’alimentation de 1’animal. En effet, la
chymosine de la présure issue de la caillette d’agneau nourri exclusivement de lait
(avant sevrage) présente une activité coagulante significativement plus élevée (p<0,05)
que celle obtenue de la caillette de 1’agneau nourri uniquement aux herbes. Ceci est di
probablement a la présence de lait qui augmente de maniére continue sa sécrétion

(MOSCHOPOULOU et al., 2007, 2009). Ces mémes auteurs ont bien souligné la
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différence notée entre les forces coagulantes de deux présures artisanales évaluées a
2179 et a 1358. Ces présures étaient préparées a partir de caillettes séchées, salées,
hachées et macérées puis filtrées ayant été collectées de chez deux fabricants de
fromages différents. Cette différence d’activités enzymatiques dépend de I’espece
animale (ovine, bovine ou caprine), du type d’alimentation et principalement de 1’age de

I’animal.

Une étude sur les étapes de croissance du proventricule selon I’age du poulet, le
type d’alimentation ainsi que son espéce serait intéressante et permettrait de dévoiler des
données vectorielles et indicatrices pour caractériser, évaluer et comparer ’activité

coagulante de la pepsine dans chaque état.

3-PURIFICATION PARTIELLE DE LA PEPSINE DE POULET PAR FPLC
3-1- Caractérisation en activités enzymatiques

Pour mieux caractériser la pepsine de poulet, une purification partielle de 1’extrait
brut par FPLC a été envisagée. Pour cela, des traitements préliminaires pour la préparation
au fractionnement sont entrepris. Une ultracentrifugation, suivie d’une dialyse puis d’une
microfiltration ont permis a [D’extrait brut d’acquérir de nouvelles caractéristiques
enzymatiques présentées dans le tableau 9. Le passage de 1’extrait brut a 1’extrait dialysé
filtré a provoqué une baisse en activité coagulante de 24% par rapport a 1’activité initiale,
alors que I’activité protéolytique a marqué une chute trés importante estimée a 77%. Cela a
conduit a une augmentation dans le rapport AC/AP de manicre remarquable et intéressante
passant de 7,15 a 23,59. Aussi, I’activité spécifique se voit en augmentation avec une
baisse paralléle du taux des protéines a chaque étape de clarification. Ces résultats sont
bien souhaités pour une enzyme coagulante en vue d’une utilisation dans la coagulation du

lait et par conséquent dans la fabrication du fromage.

65



Résultats & Discussion

Tableau 9 : Caractéristiques de la pepsine de poulet obtenues selon le niveau de

purification partielle

Etapes de Activité Activité
. . Taux de Activité
purification coagulante protéolytique | (AC)/ Facteur de
protéines spécifique . .
partielle de (AC) (AP) (AP) 1 .1, | purification
1 1y (mg mL™) (UP mg™)
Pextrait brut (UPmL") (ng mL"h7)
Extrait brut 58,06 +0,11 8,12+ 0,12 7,15 342+ 0,23 1,70 1
Apres
ultracentrifugation
50,12+ 0,11 5,54 +0 ,11 9,04 28,5 +0,20 1,76 1,03
(30000 g pendant
25 minutes)
Apres dialyse
46,22 +0,09 2,13+0,11 | 21,69 | 17,11 +0,16 2,70 1,60
(24 ha4°C)
Apres
microfiltration sur
filtre seringue 44,12 +0,07 1,87 +£0,06 | 23,59 | 11,65+0,11 3,79 2,23

(0,45 pm)
(dialysat filtré)

Activité spécifique (UP mg) = activité coagulante (UPmL")/taux de protéines (mg mL™).

Facteur de purification = activité spécifique apres une étape de traitement /activité spécifique de I’extrait brut

3-2-Caractérisation des principales fractions aprés purification partielle

La séparation des protéines de [’extrait brut de pepsine de poulet par

chromatographie liquide rapide (FPLC), a permis ’obtention de 45 fractions (figure 19)

sous les conditions opératoires suscitées. Les fractions obtenues ne sont pas homogene.

Leurs activités coagulantes et protéolytiques sont présentées dans le tableau 10. Elles sont
signifiantes a partir de la fraction 11 (3,08 + 0,01 UP mL™" et 0,11 + 0,01 ug mL'h™)
jusqu’a la fraction 21 (1,62 + 0,01 UP mL" et 0,06 + 0,01 pg mL'h™"). Ces activités

enzymatiques atteignent leurs maximum pour la fraction 18 ou on note une valeur de

12,33 +£ 0,05 UP mL" et 0,36 = 0,03 pg mL'lh'l, pour I’activité coagulante et 1’activité

protéolytique respectivement.
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Dans nos conditions opératoires, la fraction 18 fut détachée de la colonne mono Q
sépharose pour une concentration en Nacl de 22% environ. Cependant, GREEN et
LLEWELLIN (1973) rapportent que I’élution de la pepsine de poulet lors de sa séparation
par FPLC exige des concentrations croissantes en NaCl vu son bas point isoélectrique qui

est de 4,2+0,3.

—o— Activité protéolytique relative —a— Activité coagulante relative

Gradient en NaCl —o— Densité optique a 280 nm

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -

Densité optique a 280 nm

Fractions

Figure 19 : Profil d’¢élution des fractions de 1’extrait brut de pepsine apres purification
partielle par FPLC sur colonne mono Q sépharose (20 a 50 mg de protéines). Les
expressions des activités coagulantes et des activités protéolytiques des différentes

fractions sont relatives a celles de la fraction majoritaire (fraction 18).
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Tableau 10 : Caractéristiques des principales fractions séparées en activités enzymatiques

Activité

Activité

Principales fractions Taux de Activité
coagulante protéolytique Facteur de
a activités protéines (mg spécifique
. (AC) (AP) 1 1 purification
enzymatiques 1 e mL™) (UP mg")
(UPmL™) (ng mL"h™)
Fraction n°11 3,08+0,01 | 0,11 +0,01 | 3,23+0,08 0,95 0,56
Fraction n°12 431+0,02 | 0,14+0,01 | 2,19+0,03 1,96 1,15
Fraction n°13 431+£0,02 | 0,14+0,01 | 2,43+0,06 1,77 1,04
Fraction n°14 4,56 £0,02 | 0,14+0,01 | 2,11 £0,04 2,16 1,27
Fraction n°15 4,23+£0,03 | 0,16+0,01 | 2,34+0,04 1,80 1,06
Fraction n°16 4,20£0,05 | 0,17+0,02 | 2,17+£0,03 1,93 1,24
Fraction n°17 4,68+0,03 | 0,17+0,02 | 2,13+0,04 2,20 1,13
Fraction n°18 12,33 +£0.,05 | 0,36+0.03 1,10+0,02 11,20 6,60
Fraction n°19 3,45+0,03 | 0,13+£0,01 | 3,11+0,09 1,10 0,65
Fraction n°20 1,62+ 0,01 | 0,06 +0,01 1,3 40,01 1,25 0,73
Fraction n°21 1,62+ 0,01 0,06 0,01 1,3 40,01 1,25 0,73

Activité spécifique (UP mg™) = activité coagulante (UPmL')/taux de protéines (mg mL™).

Facteur de purification = activité spécifique apres une étape de traitement /activité spécifique de I’extrait brut

A coté, les profils électrophorétiques présentés en figure 20 montrent les bandes

protéiques séparées sur SDS-PAGE de poids moléculaire allant de 10 a 105 KDa

correspondant a la pepsine de poulet a I’état brut jusqu’a 37 a 60 KDa correspondant a son

état partiellement purifié par FPLC caractérisé par la fraction majoritaire 18. Les bandes

protéiques de cette fraction sont de 1’ordre de trois, dont 1’une correspond a un poids

moléculaire de 37 KDa. qui pourrait se rapporter a la pepsine de poulet

En effet, le passage de I’état brut caractérisé par les multiples couches protéiques

stratifiées jusqu’a son état partiellement purifié marqué par un nombre tres réduit en

bandes protéiques renseigne sur 1’efficacité des traitements. Ces derniers ont été entrepris

pour la préparation de [D’extrait brut a la séparation par FPLC, passant par

’ultracentrifugation, puis par la dialyse suivie d’une microfiltration du dialysat.
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Figure 20 : Profil ¢électrophorétique sur SDS-PAGE des étapes de préparation de 1’extrait
brut a la purification partielle (1-4). 1 : extrait de pepsine brut, 2 : apres ultracentrifugation
(30000 g pendant 25 minutes), 3 : apres dialyse (pendant 24 h a 4°C), 4 : aprés filtration
sur filtre (0,45 pm) (dialysat filtré) et apres purification partielle par FPLC 5 : fraction 18

De plus, DONTA et VAN VUNAKIS (1970), rapportent que I’extrait brut de
pepsine de poulet contient trois pepsines séparées par chromatographie sur colonne
Diethylaminoethyl cellulose (DEAE-cellulose) a pH 6,9 suivie de filtration sur gel et
vérification de la purification par SDS-PAGE. Pour GREEN et LLEWELLIN (1973),
I’extrait brut de pepsine de poulet contient au moins cinq (5) pepsines, séparées par
chromatographie sur colonne DEAE-cellulose et chacune d’elle est caractérisée par sa
mobilité électrophorétique sur gel d’agarose a pH 8,3. Cependant, BOHAK, (1969)
rapporte 1’existence d’une seule pepsine de poulet qui apparait sous forme d’un seul pic,
aprés purification par chromatographie sur colonne DEAE-cellulose, filtration sur gel
d’agarose et vérification de la purification sur SDS-PAGE. Ce dernier résultat se rapproche
du notre vu I’obtention d’un seul pic relatif a une seule fraction (F18) présentant le
maximum d’activités enzymatiques. Par ailleurs, il faut noter que d’autres traitements de
purification de la pepsine de poulet comme la chromatographie d’affinité par fixation
sélective de I’enzyme sur un ligand hautement spécifique méritent d’étre envisagés et

appliqués pour des résultats plus déterminants et concluants.
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La diminution de I’activité protéolytique de 1’extrait brut de pepsine sur le substrat
de Berridge apres dialyse et purification partielle par FPLC a été vérifiée sur SDS-PAGE.
Les ¢lectrophorégrammes (figure 21) montrent un nombre de caséines hydrolysées plus

réduit comparativement a celui de I’extrait de pepsine de poulet a I’état brut.
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Figure 21: Profil électrophorétique de la protéolyse du substrat de Berridge (1)
(a:0s-CN, b: B-CN, c: k-CN, d : Para k-CN) sur SDS-PAGE a 20 % par : la fraction 18
(2), ’extrait de pepsine dialysé (3) et I’extrait brut de pepsine de poulet non dilué (4)

Nous constatons que 1’activité protéolytique de la pepsine a 1’état brut non dilué
(profil4) sur les protéines du substrat de Berridge est relativement plus intense que celle de
I’extrait dialysé (profil 3) ou que celle de ’extrait partiellement purifié¢ (profil 2). Cette
activité est visualisée par 1’apparition de multiples bandes obtenues suite a la séparation
des protéines par SDS-PAGE. En effet, cet extrait brut a une hydrolyse accentuée, qui est
observée par la diminution remarquable des différentes bandes des protéines du lait. Cela
permet de constater le nouveau caractére acquis par les extraits purifiés, distingué par la
protéolyse spécifique, qualité et particularité recherchées pour les enzymes coagulantes.
Contrairement a 1’état brut, ’enzyme a une protéolyse encore plus intense car elle est plus
stable et plus résistante aux différentes variations lorsqu’elle est dans son milieu
environnemental. En effet, LEITE et al, 2008, rapportent que 1’utilisation industrielle des

extraits bruts d’enzymes au lieu des enzymes purifiées est plus économiquement adéquate.
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Ceci est justifié par le fait que le colit de la récupération de 1’extrait brut constitue environ
1 % de celui de I’enzyme purifiée. Aussi, cette derniére se trouve affecter par de nombreux
facteurs extérieurs en I’occurrence, les inhibiteurs, les concentrations élevées en sel, le pH
et la température. Ces derniers affectent trés sensiblement son site actif, qui, contrairement

et pour les mémes conditions, I’extrait brut se trouve plus stable et plus résistant.

De plus, les valeurs des activités protéolytiques qui diminuent par rapport aux
étapes de purification depuis I’extrait brut 8,12+0,12 (pg mL'h") a Pextrait dialysé
2,13+0,11 (ug mL'h™), jusqu’a la fraction (18) 0,36 +0,03 (ug mL'h™") confirment et
appuient cette différence de protéolyse. La purification partielle de I’extrait brut de pepsine

par FPLC semble diminuer de manicre efficace son activité protéolytique.

D’autre part, le rapport activité coagulante/ activité protéolytique (AC/AP) est
passé de 7,15 pour I’extrait brut a 34,25 pour I’extrait partiellement purifi¢ (fraction 18).
Rappelons que I’augmentation du rapport (AC/AP) constitue un bon indicateur pour la
connaissance de I’adéquation et la convenance de [’utilisation des protéases comme

substituts de présure en fromagerie.

Ce résultat s’accorde avec ceux de TEMIZ et al., (2007, 2008) qui rapportent que la
purification partielle par filtration sur gel Sephadex G-75 et sur gel Sephadex G-50 de
I’extrait brut de pepsine issu du proventricule de dinde a permis au rapport (AC/AP) de
passer de 18,88 £ 0,77 a 40,86 + 0,42 et de 10,16 + 0,44 a 107,47 £ 5,68 respectivement

notés pour la fraction 8.
CONCLUSION

L’extrait brut de pepsine de poulet obtenu a partir du protocole d’extraction
appliqué de BOHAK, (1970) pendant 3 heures de macération a (4-6)°C présente
différentes activités enzymatiques coagulantes et protéolytiques. L’activité coagulante
totale rapportée au volume d’extraction et a I’unité de masse de proventricules frais est de
16816,8 unités présure totales et 168,168 unités présure totales par gramme de
proventricules frais respectivement. La force coagulante est de 13142. Elle constitue le 1/5

de la force de la présure (70815) utilisée comme référence.

Ce rendement est étroitement 1ié aux différents facteurs et conditions d’extraction

qui méritent une optimisation notamment au niveau des rapports de la masse du
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proventricule a la solution de macération et leurs concentrations ainsi que la durée, le pH et
la température d’extraction. D’autres méthodes pourraient aussi €tre envisagées pour

augmenter le rendement et diminuer le temps d’extraction.

La séparation de protéines par chromatographie liquide rapide (FPLC), a permis
I’obtention de 45 fractions a partir de 1’extrait brut de pepsine de poulet. La fraction 18
(~37 KDa) a montré des activités coagulante (12,33 + 0,05 UP mL™) et protéolytique (0,36
+ 0,03 Unités mL"') remarquables comparativement aux autres fractions. Le rapport
activité coagulante par rapport a ’activité protéolytique (AC/AP) de I’extrait brut de
pepsine est passé de 7,15 a 34,25 apres purification partielle. L’augmentation du rapport
AC/AP est un critére de choix des protéases pour leurs utilisations comme substituts de

présure.
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4-ETUDE DE LA COAGULATION

4-1-Confirmation des conditions optimales de coagulation

4-1-1-Température et temps optimum de floculation

Les variations du temps de floculation du substrat de Berridge par la pepsine ou par
la présure en fonction de la température sont présentées dans la figure 22. La courbe
montre trois zones distinctes La premiére zone marque le temps de floculation du substrat
de Berridge pour la pepsine noté de 300 s. a 320 s et de 278 s. a 290 s. pour la présure a des
températures allant de 30°C a 35°C. La deuxiéme zone délimitée par l’intervalle de
température allant de 40°C a 65°C est caractérisée par une diminution progressive pour le
temps de floculation exprimée environ de 244 s. a 323 s. pour la pepsine et de 180 s. a
190 s. pour la présure, puis une baisse notable pour le temps de floculation exprimée
environ de 150 s. a 110 s. pour les deux enzymes. La troisiéme zone est cependant
marquée par une augmentation dans le temps de floculation pour la pepsine et la présure a

des températures supérieures a 55°C.
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Figure 22 : Effet de la variation de la température sur la floculation du lait par la

pepsine (©) et par la présure (m)

Dans nos conditions de travail, ’optimum de température vérifié est compris entre
50°C et 65 °C pour la pepsine de poulet et la présure. Cet intervalle de température donne
une augmentation dans I’activité coagulante qui passe de 68 a 70 (UP/mL) pour la pepsine

et de 390 a 420 UP/mL pour la présure. Cependant, nous notons que ces valeurs n’ont pas
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été prises en considération dans la partie expérimentale car d’une part, une floculation
instantanée et rapide est constatée a ces températures et d’autre part, I’application de la
formule servant au calcul de 1’activité coagulante de I’enzyme sur le substrat de Berridge

stipule le travail a une température de 30°C.

Selon COGAN et al.(1982), la température optimale notée pour la coagulation du
lait par la pepsine de poulet avoisine 55°C. Ceci est probablement di & ’augmentation de
I’activité enzymatique suite au dépliement de la structure tridimensionnelle du substrat et
par la suite faciliter I’acces a I’enzyme pour aboutir a I’accélération de la phase primaire ou
la phase enzymatique de la coagulation. Une diminution de I’activité enzymatique est
enregistrée au-dela de la température suscitée. Des résultats analogues sont observés pour
la présure ou la température optimale est d’environ 47°C. Ainsi la température optimale
pour la coagulation du lait par la pepsine de poulet est de 8°C plus élevée que celle de la
présure et de 10°C plus basse que celle annoncée pour la présure microbienne de Mucor

miehei.

D’autres part, les résultats de GORDIN et ROSENTHAL, (1977), ont montré que le
maximum de I’activité coagulante de la pepsine de poulet et celle de la présure ont étaient
enregistrées dans ’intervalle de 45-55°C. MOSCHOPOULOU et al., (2006) ont indiqué
que la pepsine de chevreau, la pepsine de veau et celle de I’agneau restent actives a des
températures avoisinantes 46°C. Au-dela de cette température, la pepsine de chevreau est
inactive. Cependant, la chymosine du chevreau est encore active au-dela de 60°C a pH 6,2,
alors que sa forme purifiée est encore plus sensible aux températures élevées. La
chymosine de veau reste encore active jusqu’a 62°C a pH 6,2. La purification des enzymes
coagulantes les rend plus sensibles et moins résistantes aux augmentations de la
température. Pour cette raison, les formes brutes des protéases ovines et bovines sont les

plus recommandées dans la fabrication des fromages.

Selon LUCEY, (2002a), la température optimale pour la coagulation du lait par la
présure a pH 6,6 est de 45°C. Le taux d’agrégation des micelles déstabilisées augmente
fortement avec 1’augmentation de la température. La température optimale pour la fermeté
du gel présure est entre 30-35°C. A des températures inférieures a 15°C, le temps de
coagulation est trés ¢levé et le gel formé est de fermeté tres faible dus principalement a la

dissociation et la séparation de la caséine § des autres micelles.
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En effet, certains auteurs ont montré que 1’élévation de la température entrainerait
une fusion rapide des micelles (STORRY ET FORD, 1982 ; MARSHALL, 1982 ;
CALVO, 2002). Par augmentation de la température, le maximum de fermeté du gel est
atteint rapidement suite a 1’augmentation considérable des liaisons hydrophobes (forces
d’interactions majoritaires de la coagulation présure), des interactions micellaires et du

mouvement Brownien (WALSTRA ET VAN VLIET, 1986).

4-1-2-pH et temps optimum de floculation
Les variations du temps de floculation du substrat de Berridge par la pepsine ou par

la présure en fonction du pH sont présentées dans la figure 23.
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Figure 23 : Effet de la variation du pH sur la floculation du lait par la pepsine (©) et par la

présure (m)

Nous notons le plus faible temps de floculation pour la pepsine et la présure
enregistré a 125 s. environ pour des valeurs de pH comprises entre 5,0 et 5,6. Une
augmentation modérée du temps de floculation passant de 125 s. a 300 s. pour des valeurs
de pH plus élevées de 6,2 a 7,5. Une floculation est nettement ralentie au-dela de la valeur
de pH de 7,5. Dans nos conditions de travail, I’optimum de pH est noté de 6,2 a 6,6 pour la

pepsine de poulet et la présure.

Selon CASTILLO et al., (2000), LUCEY (2002a), et MISHRA et al, (2005),

I’optimum de pH pour ’action de la présure sur le lait est de 6,0. Cependant, cette valeur
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est encore inférieure pour les caséines purifiées ou les peptides synthétiques.
L’abaissement du pH du lait conduit a la rapidité de la fermeté du gel, a la diminution du
temps de coagulation due a la réduction de la répulsion électrostatique entre micelles, a
’augmentation de la concentration des ions Ca’ due a la solubilisation du calcium
phosphate colloidal, a I’apparition de la floculation pour une trés basse hydrolyse de la
caséine Kappa, et a ’augmentation de 1’activité de la présure. En effet, d’apres 1’étude de
LARSSON et ANDREN (1997), I’adsorption de la chymosine sur la caséine k passe de
0 % au pH 7,0 2 90 % au pH 5,0. Cette augmentation d’adsorption entre enzyme et
k-caséine due a la réduction du pH a pour effet d’accélérer le processus d’agrégation et de
diminuer le temps de la coagulation. En outre, ces auteurs précisent que la fermeté du gel
présure augmente pour des valeurs de pH comprises entre 6,0 et 6,3. A des valeurs de pH
inférieures a 6,0, la fermeté du gel est réduite et il y a une augmentation dans la valeur de
I’angle de perte & (voir partie : propriétés rhéologiques des gels), probablement due a la
solubilisation excessive du calcium phosphate colloidal qui agit comme un agent liant entre
les molécules de caséines et les micelles de caséines. Le pH affecte a la fois la phase

enzymatique et la phase d’agrégation des micelles.

Selon GORDIN et ROSENTHAL, (1977), plus le pH du substrat diminue plus le
temps de coagulation est plus court. Les variations des activités coagulantes pour la
pepsine de poulet et pour la présure étaient similaires pour un intervalle de pH allant de 5,1
a 6,2. Au-dela de ce pH, il a été remarqué que 1’activité coagulante de la pepsine de poulet

a diminué complétement en comparaison avec celle de la présure.

4-1-3- Concentration du calcium et temps optimum de floculation

Les variations du temps de floculation du substrat de Berridge par la pepsine ou par
la présure en fonction de la concentration du CaCl, sont présentées dans la figure 24. Nous
remarquons que 1’allure de la courbe est similaire pour les deux enzymes. Ainsi
I’augmentation progressive dans la concentration du chlorure de calcium entraine une
diminution dans le temps de floculation. Dans nos conditions de travail, la concentration en
chlorure de calcium de 0,01 M. est considérée comme une concentration optimale utilisée
pour la préparation du substrat de Berridge en vue d’évaluer le temps de floculation et par

la suite estimer ’activité coagulante.
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Figure 24 : Effet de la variation de la concentration en CaCl, sur la floculation du lait par

la pepsine (©) et par la présure (m)

D'aprés GORDIN et ROSENTHAL (1977), DPactivit¢ coagulante enzymatique
dépend de la concentration du CaCl,. Ce facteur, a des concentrations élevées, réduit le
temps de coagulation et par conséquent augmente significativement 1’activité coagulante. I1
a été montré que ’activité coagulante de la pepsine de poulet et celle de la présure étaient
fortement accrues pour des concentrations en CaCl, comprises entre 0,015 et 0,025 M.
Cependant, a des concentrations basses, 1’activité coagulante de la pepsine de poulet était
inhibée plus que celle de la présure. Ceci était corrélé a la possibilité de I’augmentation du

pH du substrat correspondant a ces concentrations en CaCl,.

Selon TARODO De LA FUENTE, et ALAIS (1975), GASTALDI et al., (1994),
LUCEY, (2002a), NAJERA et al., (2002), et LAGAUDE et al., (2004), 1’addition du
CaCl, réduit le pH du lait et donc accélére la réaction de I’hydrolyse. La phase secondaire
semble également étre influencée par la teneur en calcium du milieu. Cet ion pourrait
induire une diminution du potentiel de surface micellaire, accélérant de ce fait, la vitesse
d’agrégation des particules en entrainant une augmentation de la fermeté du coagulum.
L’addition du calcium (<50mM) réduit le temps de coagulation méme a des valeurs de pH
constantes du lait et la floculation apparait pour une trés basse hydrolyse de la caséine

Kappa. Aussi, I’addition du calcium augmente la fermeté du gel présure, et ce
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principalement par la neutralisation de la charge négative de la surface des micelles et
probablement par la formation de ponts calciques. L’addition de forte concentration de
CaCl, (>0,1M) réduit la fermeté du gel présure probablement par 1’augmentation du taux
de la charge positive sur la surface des micelles. La réduction de la teneur du calcium
phosphate colloidal des micelles de caséines d’environ 30%, empéche la coagulation sauf
si la concentration en Ca™" augmente. Il apparait que le déplacement du calcium phosphate
colloidal conduit a la rupture de la structure micellaire et d’ou son incapacité a la formation

du gel.

4-2-Suivi des caractéristiques physico-chimiques
4-2-1-Turbidité

Pour évaluer le degré d’agrégation des micelles dans le gel pepsine ou le gel
présure, une étude portant sur la mesure du rayonnement des particules non dissoutes par
turbidimétrie est réalisée. L’agrégation étudiée informe sur certaines interactions entre les
particules de caséines pendant la formation des gels. Les profils de la cinétique de turbidité

du gel pepsine et du gel présure sont présentés dans la figure 25.
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Figure 25 : Evolution de la turbidité au cours de la coagulation par la pepsine (0) et par la

présure (m)

Les deux gels présentent une bonne similitude dans I’allure générale avec une
augmentation rapide de la turbidité pendant les six premicres heures, avec la méme
intensité jusqu’a ce qu’ils atteignent environ 4800 NTU. La transition du lait au gel est

exposée en deux phases :
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la premicre phase correspond aux 6 heures premicres ou les micelles de caséines natives
(50-500 nm) sont présentes sous forme d’amas dispersés de sphéres denses et qui tendent a
s'agréger particulierement en présence d’ions de calcium (DE KRUIF, 1998 ; LEHNER et
al., 1999 ; DICKINSON et ELIOT, 2003). L’agrégation des micelles déstabilisées se
produit lorsque le degré d’hydrolyse enzymatique atteint environ 60% a 80% et la
diffusion aléatoire des particules parvient a une collision entre les particules de caséines
(mouvement Brownien). L’ampleur de 1’agrégation des caséinates dépend de la taille des
micelles, de la concentration et des propriétés optiques des colloides, de la température qui
affecte la force des interactions hydrophobes, du pH et de la force ionique qui affecte
fortement les interactions électrostatiques (BANON et HARDY, 1992 ; DICKINSON et
ELIOT, 2003, KLANDAR et al., 2007).

Les micelles de caséine non dissoutes, réfléchissent plus de lumiére et par
conséquent, augmentent la turbidité. Cette augmentation est souvent attribuée a la
formation continue de flocons et d’amas micellaires permanents et engendre en paralléle
une augmentation du diametre des micelles de caséines (AZUMA et al, 1998 ;
DALGLEISH, 1998 ; LEHNER et al., 1999). La deuxiéme phase (de 6 a 24 heures)
montre le maximum de turbidité pour les deux gels et forme un plateau a 4800 NTU.
Pendant cette deuxieme phase, I’agrégation des micelles meéne a une transition sol-gel
correspondant a la phase primaire caractérisée par I’action enzymatique puis a un gel ferme
suite a 1’agrégation des micelles déstabilisées (phase physique) et dont ses propriétés sont

étroitement dépendants des facteurs intrinséques de la coagulation.

En effet, la désintégration des micelles de caséine releve de la rupture des
interactions hydrophobes internes et de la dissociation du colloide phosphate de calcium.
Les sub-micelles produites sont trés hydrophobes et se réassocient en de petits agrégats de
forme irréguli¢res. Enfin, cette partie de micelles de caséine agglomérées forme un gel.
(DALGLEISH et HOLt, 1988; De KRUIF, 1999 ; OULD ELEYA et al., 2004 ;
MADADLOU et al., 2005 ; QIN et al., 2007).

Les principales interactions impliquées dans 1’association des micelles de caséines
se résument par la présence prépondérante des interactions hydrophobes, interactions de
Van Der Waals, des liaisons hydrogéne, et des liaisons électrostatiques déterminées par la
présence de calcium ionique, de phosphate colloidal, de ponts disulfure et autres ponts a

ions divalents. L’énergie des interactions hydrophobes est comprise entre 4 et 10 kJ mol™,
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celle de Van Der Waals environ 5 kJ mol™ et celle des liaisons hydrogéne entre 12 et
30 kJ mol' (HORNE et DALGLEISH 1980, LEFEBVRE-CASES et al. 1998a,
LEFEBVRE-CASES et al., 2001 ; DALGLEISH, 2007, GARETT et GRISHAM,2000 et
PETSKO, 2008). Ainsi, la similitude probable entre le degré d’agrégation des micelles de
caséines du gel pepsine et du gel présure pourrait étre attribuée a la ressemblance des

différents modes d’interactions de leurs protéines.

4-2-2-Conductivité

Les variations de la conductivité électrique des gels pepsine ou présure sont
présentées dans la figure 26. La conductivité électrique du substrat de Berridge (pH 6,6) a
été mesurée juste apres sa préparation a 30 °C. Elle est évaluée en moyenne a 4,89 mS/cm.
Cette valeur est relativement proche de 5,12 mS/cm donnée par NIELEN et al., (1992).
Apres addition des enzymes et incubation de 0,5 heure a 9 heures de temps, cette
conductivité a chuté fortement de 4,15 a 1,45 mS/cm pour le gel pepsine et de 4,03 a 1,11
mS/cm pour le gel présure. A partir de 9h d’incubation, nous notons une baisse faible dans
les conductivités électriques pour le gel pepsine et le gel présure évaluées a 0,76 et 0,53

mS/cm respectivement.

Ceci dit qu’avant coagulation du lait, les minéraux contenus dans la phase aqueuse
et la phase micellaire sont en équilibre et conduisent le courant électrique d’une maniére
stable et réguliere. Apres coagulation, cet équilibre est rompu et les minéraux des micelles
et de la phase soluble se trouvent en répartition non équitable. La gélification du lait au
cours du temps emprisonne en effet au fur et a mesure 1’ensemble des minéraux micellaires
et probablement une partie des minéraux de la phase aqueuse. Ceci conduit a la baisse de la
conductivité électrique du milieu traduit par une indisponibilité des ions conducteurs et par
suite une diminution des charges. Cet abaissement de conductivité peut aussi avoir comme
facteur, la séparation du caséino-glycopeptide de la caséine Kappa par la présure qui est

supposé €tre 1’un des éléments conducteurs (TSOULI et al.,1975).
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Figure 26 : Evolution de la conductivité du gel pepsine (0) et du gel présure (m)

En effet, le lait a des propriétés conductrices car il contient des composants chargés,
en ’occurrence les sels minéraux. La conductivité €lectrique du lait (4 a 6 mS/cm a 25 °C)
est principalement déterminée par les ions sodium Na" potassium K" et chlorures CI". Leur
distribution est sous forme de fractions de sel entre la phase soluble et la phase colloidale
qui dépend d’un équilibre pouvant étre modifi¢ par le pH et la température du lait. Notons
que malgré leurs contributions minimes, les acides aminés libres de nature basique ou
acide sont aussi des conducteurs de courant, alors que la contribution des protéines et des
peptides est d’une importance mineure. Le lactose ne conduit pas de courant, cependant, sa
fermentation en I'acide lactique augmente brusquement la conductivité. L’acidification du
lait change I'équilibre de ses systémes tampon et solubilise les sels calciques et les sels
phosphoriques des caséines. Aussi, la diminution du pH cause 1’hydrogénation des ions de
phosphate monohydrogéne aux ions de phosphate dihydrogéne, qui ont une conductivité
molaire basse. Ce phénomeéne augmente brusquement la conductivité qui libére les
fractions de sels solubles. Alors que les lipides sont considérés comme étant une barricre
pour la conductivité €lectrique des ions et empéchent leur mobilité, les acides gras libres
qui peuvent étre de bons conducteurs électriques sont négligeables dans le lait frais

(CAPRITA et al, 2003, CAPRITA et CAPRITA, 2008).

La conductivité électrique du lait est principalement due a sa fraction de sel soluble,

donc un phénomene complexe qui regroupe différents ¢léments de différentes natures
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chimiques. Ces éléments possedent un potentiel de conductivité €électrique et sont liés soit a
la micelle de caséine soit a la phase aqueuse (MUCCHETTI et al., 1993, JUOZAITIENE
et al., 2010). La conductivité est I’un des parameétres physiques utilisé pour le suivi de la

coagulation du lait (LUCEY, 2002a).

Cette différence (p<0,05) de conductivité¢ électrique serait I’expression d’un
éventuel emprisonnement progressif et croissant des minéraux conducteurs suite a
I’accroissement de la fermeté du gel pepsine au cours du temps et par conséquent
I’abaissement de la conductivité électrique. Ce résultat pourrait étre a 1’origine lié¢ a
I’existence des interactions hydrophobes et liaisons hydrogéne qui seraient relativement

importantes dans la constitution du réseau du gel pepsine.

4-3-Suivi des propriétés rhéologiques
L’étude rhéologique a permis d’approcher la viscosité, les seuils d’écoulement, le
rapport viscoélastique et les forces de rupture du gel obtenu par la pepsine en comparaison

avec ceux de la présure (figures 28,29, 30 et 31).

4-3-1-Viscosité
La courbe d’écoulement du substrat de Berridge (figure 27) montre une
prroportionnalité entre la contrainte de cisaillement T (Pa) et la vitesse de cisaillement (€)

(1/s). Ceci est présenté par une droite croissante (y=0,002 X) qui passe par 1’origine et de

pente égale a la viscosité, valeur notablement constante.

0,05 ®) n® 5',32)5

0,045 Y =0,002X
0,04 R* =0,9936
0,035 -
0,03 -
0,025 -
0,02 -
0,015 -
0,01 4
0,005 -
0 . . . . 0,0005

0,00E+00 5,00E+01 1,O0E+02 (1/,5;)E+02 2,00E+02 2,50E+02
/s

-+ 0,0035

-+ 0,002

Figure 27 : Viscosité absolue du substrat de Berridge
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Ces résultats montrent que ce substrat présente bien un comportement d’un liquide
Newtonien. Il indique 1’absence des forces de frottement des composants du lait et leur
dispersion dans la phase aqueuse favorisant ainsi son écoulement continu.

L’application d’une vitesse de cisaillement de 200 s™ en régime permanent non
destructif a permis de tracer I’évolution de la viscosité apparente du gel pepsine et du gel
présure en fonction du temps. La figure 28 montre que les deux courbes ont une allure
similaire. Au départ, la viscosité est relativement stable (0,002 Pa.s) durant les 257
premieres secondes. Ceci pourrait s’expliquer par la stabilité de la caséine kappa traduite
par un comportement Newtonien du substrat suite a la stabilité de la caséine kappa. Par la
suite, un point d’inflexion est noté ou la viscosité des deux gels commence a augmenter. A
ce point, un temps estimé a 5,18 min., caractériserait le début de floculation. Au dela, la
viscosité croit rapidement entre 5,18 et 23,4 min. pour atteindre un maximum de viscosité

de 0,008 Pa.s pour le gel pepsine et 0,007 Pa.s. pour le gel présure.

Aspect Newtonien Aspect non Newtonien

n(Pas)
S —

8,50E-03 -
8,00E-03 -
7,50E-03 -
7,00E-03 -
6,50E-03 -
6,00E-03 -
5,50E-03 -
5,00E-03 -
4,50E-03 -
4,00E-03
3,50E-03 -
3,00E-03
2,50E-03
2,00E-03
1,50E-03 - ‘ . . ‘ . ‘

12,6 134,7256,8 378,8 500,9 623 745,1 867,2 980,71097,9220,11342,3401,1477,1

Début de
floculation

Temps (s)

Figure 28 : Variations de la viscosité apparente du substrat de Berridge apres coagulation

par la pepsine (Q) et par la présure (m).
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En effet, cette approche a conduit a la visualisation du phénomene de la coagulation
avec détermination du temps de floculation qui correspond au début de la déstabilisation de
la caséine kappa (phase enzymatique) et le temps de coagulation qui représente le temps
qui s’écoule depuis 1’addition de 1’enzyme coagulante jusqu’au moment ou la viscosité
atteint son maximum. Cette phase marque la phase d’agrégation des micelles déstabilisées

appelée aussi phase physique ou phase transition liquide-gel.

Aprées hydrolyse par la présure, la caséine kappa est clivée au niveau de la séquence
Phe 105-Met 106 et le segment hydrophile du c-terminal (résidu 106-169) est détaché de la
molécule kappa et diffuse loin de la micelle a la phase aqueuse. Ce macropeptide est
appelé caséinomacropeptide (CMP) ou encore (GMP) s’il est hautement glycosylé par la
présence du N-acétylneuraminique fixé sur la thréonine. Ceci conduit a la réduction de la
charge nette négative diminuant ainsi les forces de répulsion. Dans la premiére phase
I’activité protéolytique de la présure ne fait que libérer les sites réactionnels nécessaires
pour I’établissement de liaisons qui seront contractées au cours de la seconde phase
d’agrégation de micelles. La légere réduction de la viscosité juste avant le démarrage de la
seconde phase notée par la petite flexion correspond a une collision de 1 nm ou moins
entre les particules de caséines (mouvement Brownien) ayant pour but, le rapprochement
des sites réactionnels apolaires dégagés 1’'une de 1’autre sous 1’action des interactions
hydrophobes, de forces de Van der Waals et de ponts calciques pour la formation d’un
réseau de gel compact. En effet, I’accroissement considérable de la viscosité au cours de la
phase physique s’explique donc par I’augmentation des interactions protéines-protéines,
par I’exposition des chaines latérales des acides aminés non polaires en surface de la
molécule et par 1’édification progressive d’agrégats micellaires grice a des liaisons de
différentes natures notamment de type hydrophobe (VEISSEYRE, 1979, ALAIS, 1984,
BRULE et al., 1997, KUDRYASHOV et al., 2000, KONUKLAR et GUNASEKARAN,
2002).

Le processus d’agrégation dépend étroitement de la température et ne se passe
qu’aux températures supérieures ou égales a 18°C. La viscosité du lait n’augmente
qu’apres un taux d’hydrolyse enzymatique avoisinant 87%. Ainsi il y a un chevauchement
entre la phase d’hydrolyse et la phase d’agrégation des micelles (DALGLEISH, 1980,
DALGLEISH, 1983).
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Actuellement le mécanisme d’agrégation des micelles de caséines est étudié par
simulation informatisée du mouvement Brownien. Avec cette approche, la conduite de
I’agrégation des micelles soumises a différentes forces d’attraction peut étre étudiée. Cette
technique aide a la compréhension de I’influence des interactions entre particules sur les
propriétés du gel (LUCEY, 2002b).

Notons ici que la méthode utilisée pour I’étude de la viscosité du substrat de
Berridge sous 1’action de la pepsine ou de la présure est une méthode non destructive. Elle
ne montre pas la phase du début de synérése contrairement au mode destructif qui marque
le début de l’exsudation du lactosérum. Ainsi, I’allure générale de I’évolution de la
viscosité apparente (figure 28) du substrat de Berridge sous 1’action de la présure est en
accord avec celle observée par GASTALDI et al., (1996).

4-3-2- Seuils d’écoulements

L’appréciation de la consistance et la cohésion des gels de pepsine et de présure a été
approchée par les courbes d’écoulement données par la contrainte de cisaillement (1) en
fonction de la vitesse de cisaillement (£) (figure 29). Ces courbes montrent une baisse de la
viscosité apparente proportionnelle a la vitesse de cisaillement avec un comportement de

liquides non Newtonien plastique caractérisant le liquide de Bingham de formule
(T =1+ a 1T). Ces corps ne s’écoulent qu’a partir d’une valeur de la contrainte notée T

Cette contrainte correspond au seuil d’écoulement et représente I’ordonnée a ’origine de la

courbe.

9,00E-01
8,00E-01 - (0) y = 0,0028x + 0,2129
7,00E-01 4 R’ =0,9903
6,00E-01 4
5,00E-01 A

4,00E-01 -~ (m) y =0,0026x + 0,1967
3,00E-01 -

2 _
2.00E-01 4 R™=0,9909
1,00E-01 - é (1/s)
0300E+00 T T T T T T T T T 1
Q D N N \ Y 3% 3 { % v
S S N N\ Q N\ N\ N N\ N\ Q
S §)>< S §)X S §)X S §)>< S §)X S §)X (&Q)X D‘QQ)X b §)X S QQ)X S §)X
Q- q/’a W b'\ Bl No N N N N q/’a

Figure 29: Rhéogramme des seuils d’écoulement du gel pepsine (0) et du gel présure (m)
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Ce seuil est de 0,2129 pour le gel pepsine et est de 0,1967 pour le gel présure. Ces
deux valeurs proches indiqueraient une ressemblance probable dans la nature et /ou le
nombre des liaisons impliquées dans [’¢laboration des gels pepsine et présure. La
réorganisation de la micelle et de ses sub-unités déterminent les propriétés rhéologiques
des gels. Cependant, cette réorganisation spatiale est elle méme déterminée par des

possibilités d’interactions entre les différents types de caséines.

L’interprétation la plus communément admise d’un tel comportement revient a
supposer que le corps considéré posséde, au repos, une structure tridimensionnelle rigide
représentée par un ensemble de particules floculées. Le seuil d’écoulement correspond a la
force nécessaire pour les séparer, vaincre les forces de cohésion du type Van der Waals, et
provoquer 1’écoulement. Au dela de ce seuil, la structure rigide est détruite et 1’écoulement
s’effectue sous 1’effet de la contrainte effective (t - 1.). Les liaisons assurant la cohésion
sont par conséquent rompues et les particules caséiniques dispersées s’orientent totalement
et instantanément dans le méme sens que 1’écoulement. Le corps se comporterait ensuite
comme un liquide Newtonien. Notons que le seuil de 1’écoulement joue un rdle tres
important dans la description du comportement plastique dans la mesure ou il définit la
limite entre deux régimes de déformation treés distincts (GUTHY et al, 1989,
COUARRAZE et GROSSIORD, 1991). La similitude de comportement a 1’écoulement
entre les gels pepsine et présure serait liée a une ressemblance dans la nature de liaisons

impliquées dans leurs microstructures.

4-3-3-Viscoélasticité

Des mesures en mode oscillatoire non destructif a faible déformation ont
permis la détermination du module élastique conservatif G’ (préservation de 1’énergie), le
module visqueux dissipatif G’’(module de perte) et 1’angle de perte delta (d) du gel pepsine
et du gel présure présentés dans la figure 30. Les modules élastique (G’) et visqueux (G”)
des deux gels évoluent dans le méme sens dans un intervalle de fréquence allant de 0,0035
20,04 Hz. Le G’ varie de 0,30 a 0,74 Pa pour le gel pepsine et de 0,50 a 1,47 Pa pour le gel
présure. Le module visqueux varie quant a lui de 0,1 a 0,53 Pa pour le gel pepsine et de

0,18 2 0,81 Pa pour celui de présure.
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Figure 30 : Propriétés viscoélastiques du gel pepsine et du gel présure

D’autre part, la décroissance de 1’angle de perte 6 (<1) montre que le caractére
¢lastique I’emporte sur le caractere visqueux pour le méme gel (G’>G”’) et entre les deux
gels, constaté par I’abaissement de 1’angle de perte d. Ce parameétre est de valeur de 0,60
pour le gel pepsine et de 0,55 pour le gel présure. Les gels présure semblent 1égérement
¢lastiques et visqueux que ceux de pepsine, ce qui a conduit a des angles de perte tang (9)

relativement faibles pour la présure que pour la pepsine.

Selon VETIER et al., (2000), le module conservatif G’ d’un gel présure est compris

entre 10 et 500 Pascal alors que le module dissipatif G’* est compris entre 10 et 200 Pascal.

En effet, le module élastique (G’) représente, le nombre de liaisons permanentes
qui puissent exister dans un corps soumis a une certaine déformation. Ce paramétre refléte
probablement la fusion continue des micelles qui meéne a 1’augmentation de la surface de
contact entre les particules agrégées et possibilit¢ de 1’incorporation de particules
additionnelles au réseau du gel formé. Généralement, on mesure cette composante (G”)
afin de suivre la fermeté d’un coagulum. L’angle de perte o représente une appréciation du
caractere visqueux (liaisons susceptibles de se rompre) par rapport a son caractere €lastique
(liaisons permanentes). Ainsi, la chute initiale de I’angle de perte & est liée a une

diminution du caractére visqueux et au relaichement (détente) des liaisons dans le gel
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pendant sa déformation. En conséquence, 1’aspect élastique augmente (BOHLIN et al.,
1984). Cette étape permettrait la création d’une éventuelle nouvelle distribution spatiale et
une réorganisation structurale créant de nouvelles interactions (liaisons hydrophobes,
hydrogene et électrostatiques) entre les caséines (LUCEY et al., 1997 ; ZOON et al., 1988a
et 1988b; SRINIVASAN et LUCEY, 2001 et LUCEY, 2002a). Ces interactions qui
s’établissent d’une manicre trés progressive dans le gel présure (TARODO De la FUENTE
et al., 1999) et probablement dans le gel pepsine seraient responsables dans la préservation

de leurs fermeté et de leurs compacité.

4-3-4-Force de rupture
Les propriétés mécaniques des gels de présure et de pepsine de poulet sont étudiées

a travers 1’évolution de la force de rupture en fonction du temps (figure 31).

Forces de rupture

(x 10H

4,0 -

2,5 A

Force (N)

1,5 -

0,5 -
Temps (s)

0,0 i T T T T
0 2336 4,672 7,007 9,343 11,68 14,01 16,35

Figure 31 : Forces de rupture du gel pepsine (©) et du gel présure (m)

Au départ, nous assistons a une résistance graduelle vis-a-vis des forces de
compression appliquées, jusqu’a la force de 0,34 N et la force de 0,38 N ou sont notés les
deux points de rupture du gel présure et du gel pepsine respectivement. Ce dernier semble

étre relativement ferme que le gel présure étudié ou que ceux décrits par CAYOT et al,
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(2003) et LUCEY et al., (2003), qui donnent une valeur moyenne pour le point de rupture
du gel lactique évaluée a 0,25 N et du gel présure a 0,32N. En effet, la fermeté exprimée en
rhéologie par la consistance est le travail exigé pour atteindre la déformation indicative des

forces de liaisons internes existantes dans le produit.

Selon DAVIAU (2000a, b, ¢), LUCEY, (2002b) et LUCEY et al, (2003), la
fermeté du gel présure augmente avec I’augmentation de la concentration de la caséine.
Ainsi, une augmentation dans le taux des caséines conduit & une augmentation de la
rigidité et de la fermeté du caillé. Un taux élevé en minéraux dans les caséines conduit a
I’établissement d’un nombre élevé d’interactions caractérisées par de fortes liaisons entre
elles qui résistent encore plus aux contraintes de déformation. La contrainte de rupture
signalée par la suite est assez importante lorsque le taux de caséines est ¢levé. Certains
auteurs comme McMAHON et BROWN (1984), ZHOU et MULVANEY, (199%),
CALVO, (2001), LUCE (2002a), MISHRA et al., (2005) et PHADUNGATH (2005),
PARK et al, (2007), trouvent que les propriétés texturales d’un gel sont liées
principalement a la concentration de la caséine, au pH, et a la température. De plus, ils
annoncent que la rigidité du gel et ses propriétés viscoélastiques sont strictement liées a la
teneur élevée en matiére seéche exprimée en protéines, principalement en caséines. Ces
derniéres sont efficacement reconnues pour donner une constitution solide au gel et une
structure élastique continue. Aussi, il a été démontré que ’eau pourrait jouer le réle d’un
lubrifiant entre caséines, donc, toute diminution dans la teneur en eau dans le gel peut
réduire la mobilité entre les micelles de caséines. Cela méne a ’obtention d’un gel plus
résistant aux différentes déformations rhéologiques. La rigidité d’un gel augmente avec la
diminution de sa teneur en eau, et probablement a la forte réduction de la répulsion

¢électrostatique.

Ainsi, la force de rupture du gel pepsine laisse présager I’existence de liaisons
intramicellaires et par conséquent structurales et texturales encore plus résistantes aux

déformations mécaniques que celles du gel présure.

4-4-Synérése
La cinétique de la synérese du gel pepsine et du gel présure est présentée dans la
figure 32. La courbe de I’exsudation du lactosérum pour les deux gels montre deux phases

différentes.
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Figure 32 : Profil de la synérése du gel pepsine (0) et du gel présure (m)

La premiére phase correspond a une expulsion rapide du lactosérum notée d’un
taux d’exsudation de 19 a 45 % (m/m) pour le gel pepsine et de 15 a 42 % (m/m) pour le
gel présure dans un intervalle de temps allant de 0,5 heure a 6 heures. La deuxiéme phase
correspond par contre a une expulsion du lactosérum relativement lente. Elle tend a former
un plateau pour le gel présure avec un taux final de 42 % relativement stable de 9 heures a
24 heures. Contrairement au gel pepsine, I’exsudation tend a former un palier de 6 heures a
9 heures d’un taux de 45 % puis a augmenter progressivement de 9 heures a 24 heures d’un

taux final de 58 %.

L’allure de la cinétique de synérése s’approche de celles de CALVO et
BALCONES (2000) obtenues lors des travaux menés sur la coagulation du lait par la
présure. Selon la littérature, la voluminosité de la micelle native est de 3,3 mL.gfl. Apres
action de la présure, elle diminue 4 2,4 mL.g "' environ. La diminution initiale du degré
d’hydratation des micelles de caséine peut étre attribuée a la contraction de I’enveloppe
protéique sous I’effet d’une neutralisation des charges et d’un accroissement des

interactions protéiques (VETIER et al, 2000).

Le tranchage de la surface du gel présure aide au commencement du phénoméne de
la synérése. La pression endogéne de la synérése c'est-a-dire la pression interne du gel
responsable de I’expulsion du lactosérum n’est pas constante. Initialement, elle augmente

proportionnellement avec le temps apreés emprésurage puis diminue au cours du temps.
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Ceci est di a la fusion des para-caséines conduisant a la réduction de la perméabilité du

réseau du gel contracté (DAVIAU, 2000a).

Le mouvement de l'eau dépend du comportement endogéne de la synérése qui est
étroitement 1ié¢ au caractére dynamique de la caséine. La capacité de la caséine a retenir
I’eau lors de la coagulation présure, résulte de la libération du caséinomacropeptide
hydrophile de la micelle de caséine, de la diminution de I’hydratation native de la caséine
et du réarrangement du réseau des particules de caséine dans le caillé. L’augmentation dans
la concentration des caséines de 27 4 36 g.kg ' conduit a une diminution de la synérése par
diminution du poids final du lactosérum (réduction moyenne de 25 g). Aussi, elle permet
une ¢lévation dans la teneur de ’extrait sec du gel égoutté d’une moyenne de 25,5 g.kgf1
ce qui pourrait conduire a I’accroissement de la fermeté du caillé formé avec des grains
moins déformés. Le facteur principal de la synérése est le réarrangement du réseau qui
implique une déformation des paracaséines et du mouvement Brownien. En effet, le
mécanisme responsable de la tendance du gel présure a la synérése est li¢ au réarrangement
extensif des caséines qui apparait apres formation du gel. Ce processus de réarrangement
est accéléré voire plus extensif a des valeurs de températures €levées et de pH bas. Le
réarrangement des particules de caséines dans une structure plus compacte va augmenter le
nombre des liaisons internes du gel et par la suite la mise d’un réarrangement approprié et
adapté des molécules internes du systéme (DAVIAU et al, 2000a, DAVIAU et al, 2000a,
DAVIAU et al, 2000c, DAVIAU et al, 2000d, LUCEY, 2002a). Aussi, il a été reporté que
I’aptitude du gel a expulser le lactosérum devient progressivement réduite lorsque le gel est

laissé pendant un temps assez long suite a une réduction de la force ionique.

Aprés synérese, des changements dans la balance des sels et aussi dans la
minéralisation et la structure du caillé sont observés (DAVIAU, 2000a ; DAVIAU, 2000b ;
DAVIAU, 2000d).

4-5-Suivi de la protéolyse

4-5-1-par les fractions azotées libérées

L’activité protéolytique de la pepsine de poulet en comparaison avec celle de la
présure a été aussi estimée par I’évaluation de la libération des fractions de NPN et de

NCN, présentées dans la figure 33.
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Figure 33 : Evolution de I’augmentation du NPN (A, x), et du NCN (O,m) du gel pepsine et

du gel présure respectivement

Les taux initiaux de Non Protein Nitrogen (NPN) et de Non Casein Nitrogen
(NCN) déterminés dans le substrat de Berridge utilisé, sont respectivement 5,08 % et 33,33
% de I’azote total (TN) (voir tableau 7). Ces résultats s’accordent avec ceux donnés par
ALAIS (1984) et qui sont respectivement 5 % et 32 % de 1’azote total pour NPN et NCN

du lait écrémé.

La libération de NPN du gel pepsine et du gel présure est procédée a des taux
similaires (p>0,05) et en deux étapes : (17 étape) : 0,5-9 heures pendant laquelle nous
assistons a une augmentation en NPN d’environ 5,82 % de TN pour la pepsine et 5,42 %
de TN pour la présure (figure 33). Ces augmentations ont donné des taux en NPN (par
addition du NPN initial) de 10,90 % et 10,50 % de I’azote total pour la pepsine et pour la
présure respectivement ; (2™ étape) : 9-24 heures, pendant cette phase, nous constatons
une faible augmentation de NPN évaluée approximativement a 0,5 % pour donner un taux
final moyen en NPN de 11,40 % et 11 % de TN pour la pepsine et pour la présure
respectivement. Cette étape est caractérisée par la formation d’un plateau marquant ainsi

une stabilité dans la libération des fractions azotées non protéiques.

Cependant, D’activité protéolytique relative a la libération des fractions NCN,
montre une différence significative (p<0,05), entre la pepsine et la présure. Pour la pepsine,

nous notons une augmentation continue dans la libération de NCN, d’environ 16 % de
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I’azote total de 0,5h (9,39 %) a 24h (25,51 %) (figure 33) soit un taux en NCN de 42,72 %
de TN qui s’¢leve jusqu’a 58,44 % de TN apres addition du NCN initial. Cependant, la
présure montre deux niveaux d’activité protéolytique. Le premier caractéris€ par une
augmentation dans la libération de NCN d’environ 9,5 % de 0,5h (7,02 %) a 9h (16,53%)
soit un taux en NCN de 40,35 % de TN qui continue a s’élever jusqu’a 49,86 pour marquer

le deuxiéme niveau allant de 9h a 24 h, caractérisé par une stabilité dans la libération de

NCN

La similitude dans la libération des fractions de NPN sous I’action de la pepsine ou
de la présure pourrait étre expliquée par l'activité protéolytique limitée et spécifique de ces
deux enzymes. En effet, pendant la premic¢re phase de dégradation, correspondant a la
phase enzymatique, la caséine x est clivée spécifiquement au niveau de la liaison 105-106
(Phe-Met), alors que I’a et la B caséines ne sont pas affectées. La caséine k donne un taux
de NPN qui constitue environ 8 a 10 % de I’azote total (ALAIS, 1984). Cette sélectivité et
spécificité de la présure pour son substrat, la caséine kappa fait d’elle I’enzyme par

excellence utilisée en fromagerie (DANLEY et al., 1988).

L’augmentation en NPN et en NCN en p. cent de 1’azote total dépend étroitement
de ’enzyme coagulante utilisée, des conditions du milieu (concentration, pH, température)
ainsi que du temps d’incubation. En effet, BARBANO ET RASMUSSEN (1992),
SOUSSA et MALCATA, (1997) et SOUSSA et MALCATA, (1998), rapportent que
I’augmentation en NPN dans 12 % de concentration finale de TCA pour la pepsine bovine,
ovine, et caprine varie de 1 % a 2 % pendant un temps moyen d’incubation de 90 minutes.
Pour la pepsine de poulet, ce taux est de 1,2 % pendant 120 minutes d’incubation

(GORDIN et ROSENTHAL, 1972).

HOUINS et al. (1973), ont étudié I’évolution de la protéolyse de la présure
exprimée en NPN en p. cent de 1’azote total ainsi que 1’évolution de la protéolyse par ses
substituts emporase, rennilase et suparen extraites de Mucor pusillus, Mucor miehei et
Endothia parasitica respectivement, pendant un temps d’incubation allant de 5 heures
jusqu’a 5 jours. Les résultats ont montré un taux de NPN moyen évalué a 7,5 % pendant 24
heures d’incubation. Ce taux s’¢léve a 13% environ pendant 5 jours d’incubation, soit une
augmentation moyenne de 1,5 % et 8 % de NPN (en p.cent de l’azote total)
respectivement. Le taux des fractions de NPN libérés suite a 1’action des substituts de

présure suscités sont en moyenne de 6,5 % pour un temps d’incubation de 24 heures, ou
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I’augmentation en NPN est approximativement de 1,5 %. Toutefois, les proportions de
NPN augmentent de maniére distinctive et spécifique aprés 5 jours d’incubation pour
chaque enzyme. Elles sont de ’ordre de 8 % pour I’emporase, 14 % pour la rennilase et 18
% pour la suparen. Celles-ci correspondent a un taux d’augmentation en NPN de 3%, 9 %

et 13 % de TN respectivement.

Dans ce méme contexte, et pour d’autres enzymes protéolytiques, ALAIS (1984),
rapporte que la trypsine, la chymotrypsine et les protéases microbiennes libérent
continuellement le NPN sans atteindre une stabilité dans la solution de TCA a 12% de
concentration finale. Cependant, la stabilité est observée uniquement pour la pepsine et
pour la chymosine aprés un temps d’incubation total de 50 minutes ou 1’augmentation en

NPN est de 2,5 %.

Le taux de NCN libéré en p.cent de 1’azote total suite a I’action de la présure, varie
en moyenne de 35 % a 40 % pour un temps d’incubation allant de 60 min. jusqu’a 5 jours
(HOUINS et al. 1973, ALAIS, 1984, IDF, 1991, IDF, 1999). Cependant, ce taux connait
une montée trés importante lors de la protéolyse des fromages affinés. En effet, il constitue
un bon indice de maturation allant en moyenne de 45 % pour un temps d’affinage moyen
de 4 4 6 semaines pour les fromages a pate molle (ex : Camembert, Brie) et de 60 %
environ pour un temps d’affinage moyen de 12 a 30 semaines pour les fromages a pate
pressée cuite (ex : Emmenthal, Beaufort, Comt¢), (IDF, 1991, Mc SWEENEY et al., 1995,
IDF, 1999, SOUSA et Mc SWEENEY, 2001, SOUSA et al, 2001; YAZICI et
DERVISOGLU, 2001 ; ROSEIRO et al., 2003 ; CALVO et al., 2007 ; DELGADO et al.,
2011).

La différence dans la libération des fractions de NCN, pourrait étre commentée par
I’activité protéolytique de chacune des enzymes qui est liée étroitement et dépendante de
leurs structures tridimensionnelles. L’analyse aux rayons X a permis I’identification des
sites actifs de nombreuses aspartyl protéases. Elle montre que ces enzymes ont une
structure tridimensionnelle semblable et que leurs sites actifs consistent en une crevasse a
laquelle la molécule du substrat s’adapte de fagon complémentaire. Le site actif a la forme
d’une poche bordée par des résidus d’acides aminés possédant des groupements polaires
chargés. Dans le cas général des pepsines, le site actif est constitué¢ principalement de deux
résidus aspartyls, Asp 32 et Asp 215 (cas de la pepsine porcine) séparés par environ 183

résidus d’acides aminés de natures différentes. Cette structure permet aux protéases d’avoir
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des réactivités chimiques distinctes et une activité protéolytique dissemblable (ERSKINE,
2003 ; KAMOUN et al., 2003). Alors que la pepsine coupe préférentiellement les résidus
d’acides aminés a noyaux aromatiques (Tyr, Trp, Phe) et déstabilise les liaisons
hydrophobes des résidus d’acides aminés non polaires (Leu, Ile, Ala Val) (BAYLISS et al.,
1969 ; KEIL, 1992 ; ANDREEVA et RUMSH, 2006 ; QI et al., 2007 ; MADY et al.,
2011), la présure coupe uniquement son substrat spécifique, la kappa caséine en Phe (105)-
Met (106) en donnant la paracaséine kappa (k-CN f1-105) qui reste attachée aux micelles
de caséines et le glycomacropetide (k-CN f106-169) fraction libérée dans le lactosérum. La
présure a une activité spécifique et limitée. Pour cette raison la protéolyse limitée est 1’une
des caractéristiques a prendre en considération pour la sélection des substituts de présure
(TSOULI et al., 1975, FOX et al., 1994, ANDREEVA et RUMSH, 2006 , MADY et al.,
2011). Le clivage du substrat par la pepsine aiderait a 1’apparition d’une quantité
d’hydrolysats encore plus importante que celle qui apparait sous ’action de la présure.
Ceci pourrait étre appuyé¢ par les études faites par BAYLISS et al., (1969), qui montrent
que le site actif de la pepsine contient plusieurs groupes carboxyliques, responsables de son
activité catalytique et par conséquent favorise encore mieux I’hydrolyse d’une large
gamme de liaisons peptidiques. Aussi, la propriété remarquable de cette hydrolyse est que
I’étendue de 1’action protéolytique de la pepsine se fait dans un large intervalle de pH
allant de 1,0 a 7,0 (ANDREEVA et RUMSH, 2006). L adaptation du substrat avec le site
actif met en jeu de nombreuses liaisons (de type hydrogéne, ionique, hydrophobe, Van der
Waals) et c’est I’ensemble de ces liaisons qui définit I’interaction optimale du substrat dans

le site actif (WALLACH, 1997).

La tendance de I’augmentation et de la stabilité des fractions de NPN et de NCN
libérés sous I’action des deux enzymes est en accord avec celle donnée par certains
auteurs. En effet, GORDIN et ROSENTHAL (1978) rapportent que la libération de NPN
apres hydrolyse par la pepsine de poulet ou par la présure est similaire. Aussi, ils précisent
que le taux de NCN varie entre 0,89 et 2,83 % de 1’azote total pour les fromages préparés a
partir de la pepsine de poulet et de 0,66 a 1,90 de 1’azote total pour ceux fabriqués par la

présure.
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4-5-2- par séparation électrophorétique

Dans le but de déterminer les produits de dégradation issus de la caséine a, la
cas¢ine P et la caséine k par la pepsine ou par la présure, 1’activité protéolytique a été
suivie par urea-PAGE et par SDS-PAGE. Les profils de dégradation des caséines pendant

des temps différents sont montrés par les électrophorégrammes en figures 34 et 35.

En urea-PAGE, les produits de dégradations as;I-CN et f I-CN issus des caséines
bovines as;-CN et B-CN respectivement par I’action de la pepsine ou de la présure
apparaissent sous forme de bandes distinctes et a des temps d’incubation différents. Les
produits de dégradation as;I-CN ont été observés en premiers avant ceux de la présure
pour le méme temps de réactions enzymatiques (figure 34). Ils apparaissent clairement
depuis 0,5 heure jusqu’a 3 heures d’incubation, puis leur intensité commence a diminuer
depuis 6 heures jusqu’a 24 heures d’incubation. Ceux de la présure apparaissent encore
plus tard, a partir de 6 heures d’incubation et commencent a disparaitre a partir de 9 heures
d’incubation. Les produits de dégradation B I-CN ont été observés a partir de 0,5 heure
jusqu’a 24 heures d’incubation pour la pepsine. Pour la présure, ils ont commencé a
apparaitre tardivement et ce, a partir de 6 heures d’incubation, puis leur intensité diminue a
partir de 9 heures d’incubation. La caséine y a été principalement observée a 0,5 heure
d’incubation pour les deux enzymes. Ces résultats montrent que la pepsine a une action
protéolytique sur les caséines as et B plus élevée que celle de la présure. Ceci pourrait
expliquer I’augmentation de I’activité protéolytique de la pepsine sur les caséines lors de la
libération des fractions de NCN de 0,5 heure a 24 heures d’incubation sans aucune stabilité
(figure 36). Par ailleurs, I’apparition tardive des bandes as;I CN et B-I CN issues de
I’hydrolyse de as-CN et B-CN par la présure et la diminution de leur intensité depuis 9
heures jusqu’a 24 heures d’incubation, montrerait 1’action limitée de cette enzyme sur ces

caséines présentée par la stabilité dans la libération des fractions de NCN (figure 33).

Selon FOX et al., (1994), CHOISY et al., (1997), et TRUJILLO et al., (2000), la
présure agit sur Phe23-Phe24 de la caséine as; pour donner un peptide considérable as;-
CN composé de 167 acides aminés (Phe 24-Trp199) appelé as;I. Il présente une mobilité
¢lectrophorétique élevée comparée a celle de as;. Les produits as;I sont observés pour
chaque cas d’hydrolyse enzymatique. Ils sont principalement composés de Leul69-
Gly170, Leul49-Phel50, Phe28-Pro29, Phel53-Phel54, Leul56-Aspl157, Tyr159-160 et
Trp164-Tyr165, Phe32-Gly33, LeulO1-Lys102, Leul42-Alal43, et Phel79-Ser180. Le
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clivage de la caséine B par la présure au niveau du site Leul92-Tyr193, produit B-I CN qui
correspond a un peptide trés amer composé de 192 acides aminés (Argl-Leul92). De plus,
la présure agit sur six autres sites de la caséine B qui sont Ala189-Phe190, Leul65-Ser166,

GIn167-Ser168, Leul63-Ser164, Leul39-Leu 140, Leu 127-Thr128.

UPADHYAY et al., (2004) confirment que I’hydrolyse de la caséine as; est plus
rapide que celle de la caséine B pendant la coagulation comme le révele nos résultats

observés en ’'urea-PAGE.
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Figure 34 : Urea-PAGE de la protéolyse des caséines bovines par la pepsine (A1), ou par
la présure (A2) a pH 6,6, 30°C. Bandes de 1-6 : caséines apres incubation pour 0,5, 1, 3, 6,

9, 24 heures respectivement. (CN), caséines natives.
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D’autres auteurs rapportent que la caséine bovine [ est moins susceptible a la
protéolyse par les enzymes aspartiques de ’extrait de Centaurea calcitrapa et Cynara
cardunculus que celle de la caséine as (TAVARIA ef al,1997). Le maximum du taux de
I’hydrolyse par ces enzymes d’origine végétale est atteint dés les premiceres trois heures
d’incubation, principalement pour as-CN ensuite, il diminue (SILVA et al, 2002). La
pepsine hydrolyse la caséine as; en Phe 23-Phe 24, Phe 28-Pro29, Leu40-Ser41, Leu 149-
Phel50, Phel53-Tyr 154, Leu 156-Asp157, Tyr 159-Pro160 et Trp 164-Tyr 165 a pH 6,6
(DAVE et al., 2003).

Les produits de dégradation de la caséine Kappa en urea-PAGE n’ont pas été
observés car dans les caséines bovines, la caséine kappa est composée de plusieurs
fractions avec la méme chaine peptidique, des carbohydrates différents et de deux résidus
de cystéine par molécule a 1’état natif. Apres traitement par des agents réducteurs, la

cas¢ine kappa apparait comme une bande diffuse qui migre avant la caséine f

(ALAIS, 1984, MOATSOU, 2004).

Par I'utilisation de SDS-PAGE, as-CN (24 a 30 KDa), B-CN (24,1 KDa) et k-CN
(19 KDa) ont pu étre visualisées (figure 35). La mobilité de la caséine kappa est la plus
¢levée. Une bande électrophorétique représentant la para-caséine kappa (PM < 16 KDa) a
déja apparu pour les deux enzymes lors des 30 premicres minutes d’hydrolyse. C’est la
principale caséine touchée par la pepsine de poulet et par la présure pendant la phase

primaire de la coagulation du lait.

SDS-PAGE montre que la pepsine et la présure ont uniquement une action limitée
sur la caséine kappa durant le temps d’incubation (de 0,5 heure a 24 heures). Ceci est
confirmé par la similitude dans la libération des fractions de NPN par les deux enzymes et

la stabilité marquée sur leurs profils graphiques (figure 33).
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Figure 35 : SDS-PAGE de la protéolyse des caséines bovines par la pepsine (B1), ou par
la présure (B2) a pH 6,6, 30°C. Bandes de 1-6 : caséines aprés incubation pour 0,5, 1, 3, 6,
9, 24 heures respectivement. (CN), caséines natives, (a) : a-CN, (b) : B-CN, (c¢) : «-CN,
(d) : Para- k-CN

4-6-1dentification des interactions impliquées dans les gels formés

L’utilisation d’agents dissociants nous permet de présager la nature des interactions
entre les protéines des micelles de caséine dans le gel pepsine et dans le gel présure. En
effet, le taux des protéines dissociées aprés action de dispersion et ultracentrifugation,
renseigne sur I’effet de 1’agent dissociant ajouté sur les protéines du gel et par conséquent,
la présence d’interactions spécifiques. Les interactions hydrophobes sont interrompues par
SDS; les liaisons hydrogeénes et indirectement les interactions hydrophobes sont
interrompues par ’urée ; et les liaisons ioniques avec les sels de calcium sont cassées apres

complexation par ’EDTA. Les taux des protéines solubles obtenus apres dissociation
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représentent la résultante combinée et conjuguée de I’action de I’agent dissociant et celle

de la force centrifuge utilisées.

Sodium dodecyl sulfate (SDS) agit sur les chaines latérales des protéines non-
polaires en provoquant une dislocation compétitive des interactions hydrophobes. La
concentration en SDS montre une augmentation dans la dissociation des protéines avec des

profils semblables pour le gel pepsine et le gel présure (figure 36). Pour la plus basse
concentration (0,1g SDS 100 mL'l), la dissociation des protéines des deux gels est
relativement élevée (63,2 + 1,0% pour le gel pepsine et 70,9 + 1,2 % pour le gel présure).
A partir de 0,7 g SDS 100 mL" environ, la dissociation commence a atteindre son
maximum puis tend a se stabiliser a la concentration supérieure en SDS (1g 100 mL'l). A

cette concentration, nous constatons que 94,9 + 2,4 % et 96,9 + 1,6 % des protéines du gel
pepsine et du gel présure respectivement sont pratiquement dissociées sans une différence

significative (p> 0,05) notée entre les deux gels (tableau 10).

Pour le gel présure, le taux de dissociation des protéines est similaire a celui

rapport¢ par LEFEBVRE-CASES et al. (1998a, 1998b) évalu¢ a 98,2 + 1,2 % des

protéines solubilisées pour la concentration maximale de 1 g SDS 100 mL".
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Figure 36 : Effet de la concentration du SDS sur la solubilisation des protéines du gel

pepsine (0) et du gel présure (m)
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L’urée dénature les protéines par la rupture des liaisons hydrogénes
intramoléculaires des polypeptides. La comparaison des effets des concentrations de 1’urée
sur la dissociation des protéines du gel pepsine et du gel présure est présentée par la figure
37. Les taux de solubilisation de protéines des deux enzymes montrent les mémes profils
mais encore avec des proportions moins élevés que celles engendrées par SDS. L’urée a
une concentration de 2M dissocie environ 30,9 + 1,1 et 38,9 £ 1,0 % des protéines du gel
pepsine et du gel présure respectivement. Cette dissociation augmente pour les deux gels a
la concentration supérieure (6M d’urée) pour atteindre son maximum évalué a 59,2 = 1,6 et
a 61,6 £ 0,2 % pour le gel pepsine et le gel présure (tableau 10). Cette derniére valeur
s’accorde avec celle donnée par LEFEBVRE-CASES et al. (1998a) relative au gel présure

et est estimée a 64,0 = 8,4% pour une concentration d’urée de 6 M.
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Figure 37 : Effet de la molarité de 1’urée sur la solubilisation des protéines du gel pepsine

(0) et du gel présure (m)

Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) est un agent chélateur du calcium et des
ions divalents. Son effet sur la dissociation des protéines du gel pepsine et du gel présure
est montré dans la figure 38. Néanmoins, les taux de dissociation sont visiblement plus bas
que ceux montrés par les deux autres agents précédents. Une concentration de 20 mM
produit une dissociation d’environ de 30 = 1,3 % des protéines des deux gels. Rappelons
que cette valeur est approximativement égale a celle des solutions témoins sans agent
dissociant (28% environ) marquant la concentration zéro en abscisse des trois graphes

suscités. Cent (100) mM d’EDTA produit une dissociation d’environ de 41,35 + 1,5 % et
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de 44,13 + 1,76 % des protéines du gel pepsine et du gel présure respectivement. Ces deux
taux ne montrent pas une différence significative (p>0,05) (tableau 11). Toutefois,
LEFEBVRE-CASES et al. (1998a), ont obtenu des taux de dissociations élevés des
protéines du gel présure (75,9 + 2,5 %) et ce uniquement par [’'utilisation d’une
concentration d’EDTA de 2mM. Cette différence pourrait suggérer I’augmentation en
concentration en EDTA, ou encore I'utilisation d’un autre agent chélateur des cations
divalents. De plus, CAYOT et LORIENT (1998), rajoute que l’addition de I’EDTA,
engendre la désagrégation des caséines de micelles, cependant le rapport Ca"™/Pi micellaire
reste en permanence constant. Ceci signifie que la perte de calcium de la micelle
s’accompagne d’une perte de phosphate. D’autre part, UDABAGE et al., (2001), montrent
que I’addition du citrate, orthophosphate ou EDTA (a raison de 90 g par Kg de solution),
au lait reconstitué a pH 6,6 déplace plus de 33% du calcium phosphate colloidal originaire
de la micelle avec une libération approximative de 20% de la caséine a partir de la micelle.
Ceci inhibe complétement la coagulation. Toutefois, 1’addition de CaCl,, aide a régénérer
et a compenser le taux faible du calcium phosphate de la phase colloidale causé par I’ajout

des agents chélateurs suscités et par conséquent déplace I’inhibition et favorise la

coagulation.
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Figure 38: Effet de la molarit¢ de 'EDTA sur la solubilisation des protéines du gel
pepsine (Q) et du gel présure (m).
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L’effet de SDS seul a 1 g 100 mL" sur la dissociation des protéines du gel pepsine
et du gel présure (94,9 = 2.4 et 96,9 = 1,6 %) respectivement n’était pas significativement
différent par comparaison aux effets combinés SDS + 6 M urée (93,9 + 3,9 et 95,6 £ 2,9
%) ou SDS + 100 mM EDTA (94,4 + 2,7 et 96,2 £ 2,7 %) (tableau 11). Ainsi, le niveau de
dissociation est resté pratiquement inchangé quand I'urée ou EDTA ont été combinés avec

SDS. Cela suggere qu'il n'y ait ni synergie, ni antagonisme dans ces types de combinaison.

Tableau 11 : Effets individuels et combinés des agents chimiques dissociants sur la

solubilisation des protéines du gel pepsine et du gel présure

(Protéines solubles/protéines totales) x100

Gel pepsine Gel présure
Agent dissociant X TET X TET
H,0 25,142,5° 29,3+2,0°
SDS (g 100mL™") 94.9+2.4° 96.9+1,6°
Urée 6M 59,241,6° 61,6£0,2°
EDTA 100 mM 414+1,5° 44,1217
SDS (g 100mL™) + urée 6M 93,9+3.9° 95,6+2,9°
SDS (g 100mL™) + EDTA 100 mM 94 4+2.7° 96.2+2.7°
Urée 6M + EDTA 100 mM 53.940,5° 58,6:0,5°

Les moyennes suivies des mémes lettres ne sont pas significativement différentes (p>0,05).

Les résultats présentés dans le tableau 11 nous ont permis de classer l'action de
chaque agent dissociant. L'effet remarquable du SDS sur la dissociation des protéines du
gel pepsine ou du gel présure a montré la contribution importante d'interactions
hydrophobes dans la formation et la stabilit¢ de la structure du gel. Ces interactions
résultent de 1'établissement de liaisons entre les protéines non polaires qui sont
particulierement abondants dans la caséine ou ils représentent de 45 % (as; et k) a 53 %
(B) des groupes latéraux (ALAIS 1984 ; LEFEBVRE-CASES et al., 1998a ; LUCEY,
2001 ; VIDAL et al., 2002 ; KEIM et HINRICHS, 2003). En outre, la caséine k qui joue

un rdle important dans la stabilité des autres caséines contre I’effet du calcium, génére la
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para-caséine k hautement hydrophobe lors de son hydrolyse par la présure
(DALGLEISH, 1998 ; VIERLING, 1999 ; MAHAUT et al., 2003). L'action de I'urée sur
la dissociation des protéines des deux gels a suggéré la présence d'un taux faible de
liaisons hydrogene. Ces liaisons qui sont responsables de la stabilité structurale et de la
fermeté¢ (LEFEBVRE-CASES et al., 1998a, LUCEY et al., 2003 ; MISHRA et al.,
2005), semblent avoir la méme contribution dans la formation du réseau du gel pepsine et
du gel présure. L’EDTA forme des complexes avec les sels calciques ou avec d’autres
composants ioniques divalents. En effet, dans le gel présure et & pH 6,7, la micelle de
caséine est affectée par les interactions entre le calcium, les groupes carboxyliques et
phosphosérines. A pH 4,6, la majorit¢ du calcium est solubilisé. Ces résultats nous
conduit a conclure que les liaisons calciques sont importantes dans la stabilit¢ de la

structure du gel présure (LEFEBVRE- CASES et al., 1998a) et probablement du gel

pepsine. Cependant, ce type d’interaction semble étre le moins abondant suite a la
probable présence importante des ions calcium qui devraient €tre chélatés par une

concentration encore plus élevée en EDTA.

D'une maniére globale, ’ensemble des forces impliquées dans 1’association des
micelles et le maintien du gel sont les forces attractives comme les liaisons hydrogéne
(renforcées durant la réfrigération), les interactions hydrophobes (renforcées a haute
température), les attractions électrostatiques, les ponts avec les ions calcium Ca™ ou
autres sels divalents et les ponts disulfures (HORNE et DALGLEISH,1980 ; ZOON et
al., 1988a; ZOON et al., 1988b ; LEFEBVRE-CASES, et al., 1998a; LEFEBVRE-
CASES, et al., 1998b ; LEFEBVRE-CASES, et al., 2001). Nos résultats montrent que le
taux de dissociation des protéines est fonction de la nature, de I’action et de la
concentration de 1’agent dissociant. Ainsi, la stabilité de la structure du gel pepsine
semble étre semblable a celle du gel présure (p>0,05) et est soutenue par les trois types
d'interactions dans 1'ordre subséquent d'abondance : interactions hydrophobe > liaisons

hydrogéne > liaisons calciques.

4-7-Observation en microscopie électronique a balayage

Les structures des micelles de caséines natives et leur évolution aprés coagulation
par la pepsine de poulet et par la présure sont visualisées par Microscopie Electronique a
Balayage (MEB) et sont montrées par la figure39. Les échantillons sont obtenus a des

temps différents (0,5 heure, 6 heures et 24 heures).
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Figure 39 : Micrographies de la structure interne des micelles de caséines du gel pepsine et
du gel présure par microscopie électronique a balayage : lait (a), 0,5 heure (Al et Bl),
6 heures (A2 et B2), 24 heures (A3 et B3).
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Le micrographe (a), montre des micelles natives individualisées avant agrégation et
ceux désignés par “Al, Bl, A2, B2 et A3, B3” exposent 1’évolution des micelles apres
fusion. Ces particules protéiques sphériques dont le diamétre est compris entre 50 et 60 nm
(CAYOT et LORIENT, 1998).représentent les éléments de base de la microstructure du

lait.

De plus, la perte de matériel soluble (protéines sérique, lactose et sels) pendant la
déshydratation au point critique de CO, rend les micelles de caséine plus facilement
observables (GASTALDI-BOUABID, 1994 et LAGOUETTE, 1994). A 0,5 heure de
coagulation (A1, BI), nous notons le début du rapprochement des micelles de caséine
aboutissant a un arrangement compact a la limite de coalescence. Les particules de caséine
sont reliées entre elles par des zones de jonction résultant de la phase de fusion micellaire.
A 6 heures de coagulation, nous assistons a I’évolution du pseudo-réseau micellaire du gel
pepsine (A2) et du gel présure (B2) d’une structure dense vers une structure contractée et
d’un aspect aéré provenant de la fusion des micelles de caséine. Cette fusion, est
caractérisée par un accroissement du nombre de liaisons intermicellaires et une
augmentation progressive de la compacité des chaines et des amas de micelles avec
formation d’un réseau protéique présentant des zones plus compactes espacées par des
pores. Cette observation s’accorde avec le profil de turbidité (figure 25), montrant que la
fusion des micelles des deux gels commence a atteindre son maximum a partir de 6 heures
de coagulation. A 24 heures de coagulation, (A3, B3) une similitude entre la structure des
deux gels est constatée ou le réseau protéique présente de nombreuses cavités de taille
hétérogéne et le réseau protéique est constitué de zones amorphes qui paraissent
prisonniére du maillage protéique semblable pour les deux structures des deux gels. Le
profil de la turbidité, (figure 25) montre que le plateau est atteint a partir de 6-9 heures
jusqu’a 24 heures de coagulation. Cela suggere que toutes les micelles de caséines des
deux gels a ce stade sont regroupées et fusionnées. Ainsi, la coagulation jusqu’a 24 heures,
passe progressivement d’un état d’agrégation a un état de fusion micellaire. Le pseudo-
réseau de particules fusionnées se resserre et se contracte pour donner naissance au réseau
final trés réticulé du gel pepsine et du gel présure. Ce réseau est d’un aspect plus compact
composé de chaines et d’amas de particules plus ou moins sphériques de tailles différentes
constituant la trame du réseau tridimensionnel et ayant des nceuds linéaires et continus. A
la fin de cette étape, une similitude entre la structure du gel pepsine et du gel présure est

constatée ou la compacité du réseau protéique, le nombre de connections intermicellaires
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sont élevés et le réseau protéique présente de nombreuses cavités de taille hétérogene. Cet
¢état de fusion caractérise donc la phase de transition sol-gel du systéme. C’est au niveau de
cet état que se mettent probablement en place les différentes interactions inter-micellaires
(forces attractives comme les liaisons hydrogene et les interactions hydrophobes, les
attractions électrostatiques, les ponts avec les ions calcium Ca™ ou autres sels divalents et
les ponts disulfures) qui contribueraient a la constitution de la trame du gel. En effet, la
ressemblance entre les structures des deux réseaux résulte probablement de la similitude

entre les interactions de protéine et donc la structure spatiale semble étre homogene.

Les micrographes donnés par GASTALDI, (1994), LAGOUETTE (1994), ATTIA
et al, (1991a, 1991b) et CHOI et al.(2007), pour les gels présure obtenus apres
coagulation a pH 6,4-6,6 présentent une similitude avec la microstructure du gel présure
analogue ¢tudié notamment celle de 24 heures de coagulation. Ces auteurs décrivent que
les micelles qui étaient parfaitement individualisées au pH du lait commencent a se
regrouper apres coagulation par la présure, sous forme de particules sphériques. Celles-ci
sont de tailles variables et elles gardent leur intégrité avec formation d’un réseau protéique

qui présente de trés nombreuses cavités de taille hétérogene.

5-APPRECIATION DE L’APTITUDE A LA CONSERVATION

La déshydratation des extraits de la pepsine a été réalisée par lyophilisation et par
séchage sous vide partiel. Le séchage peut causer une perte d'activité enzymatique. Pour
cela, cette activité est vérifiée avant et aprés chaque traitement. En outre 1’aptitude a la
conservation de la pepsine de poulet a I'état déshydraté avec ou sans ajout a été étudiée par

le suivi de I'activité résiduelle durant le stockage.

5-1- Aptitude de la pepsine de poulet a la déshydratation par lyophilisation et séchage
sous vide.

La déshydratation de 1’extrait brut de pepsine de poulet (EBPP) par lyophilisation
(-60°C, 0,1 m bar, 12 heures) et par séchage sous vide partiel (48°C, 200 mbar, 18h) nous a
permis 1’obtention d’extraits ayant des caractéristiques distinctes. Ces dernieres se
résument en ’extrait sec total et en 1’activité coagulante résiduelle moyenne en p. 100 de
I’activité coagulante de 1’extrait frais de pepsine additionné ou non d’agent protecteur (le

lactose) présentées dans le tableau 12.
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Tableau 12: Caractéristiques des extraits obtenus aprés déshydratation par lyophilisation et

séchage sous vide en extrait sec total (g/100g) et en activité coagulante résiduelle (%)

Type d’ EBPP Extrait sec (g/100 g) Activité coagulante résiduelle (%)
Apreés Apreés Apreés Apreés séchage
lyophilisation | séchage sous | lyophilisation | sous vide partiel
vide
Activé lactosé 93,13+0,62 92,35+0,12 48,4 + 0,5 45,8+ 0,7
Active
ctive non 92,66+0,38 | 91,23+0,14 42,0+ 0,4 382+ 0,9
lactosé
*Non activé
) 94,40+0,29 93,06+0,51 48,5+ 0,3 39,1+ 0,5
lactosé
*Non activé non
, 93,71+0,53 92,17+0,23 44,5+ 0,7 352+0,5
lactosé

*("non activé" indique que I’extrait brut de pepsine de poulet est non activé avant lyophilisation ou avant séchage
sous vide. Son activation a lieu, lors de sa reconstitution, pour 1’estimation de 1’activité résiduelle apres les deux

opérations de séchage et pendant le stockage).

Le taux de D’extrait sec est influencé dans notre cas par deux facteurs : ajout ou
non du lactose et activation ou non de I’extrait brut. En effet, 1’adjonction du lactose
entraine une augmentation du taux de I’extrait sec total (EST); tandis que I’activation et le
réajustement (addition de HCl ou de NaOH) sont a la base d’une dilution supplémentaire.
Cette derniére a pour conséquence d’abaisser le taux de ’EST. Cela expliquerait le fait que
d’une part, les EBPP activés ont une teneur en extrait sec inférieure a celle des EBPP non
activés et que d’autre part les EBPP lactosés sont plus concentrés en EST que les non

lactosés.

Aussi, il faut souligner que le séchage peut altérer la structure secondaire des
protéines et par conséquent I’hydratation des enzymes est partiellement perdue
(CARPENTER et CROWE, 1989). De ce fait, I'utilisation de sucres comme agents
protecteurs comme le lactose, peut former des liaisons hydrogenes avec les protéines d’ou
une protection au cours du processus de séchage et méme préserver leur stabilité au cours
d’un éventuel stockage (PRESTRELSKI et al., 1993 ; GRIEBENOW et KLIBANOV,
1995 ; IZUTSU, et al., 2004).

Les taux d’humidité sont passés apres lyophilisation et séchage sous vide a des
valeurs suffisamment basses respectivement comprises entre 4,7 et 5,6%. Ces valeurs
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semblent étre acceptables pour le stockage d’une enzyme vu la réduction significative
de la teneur en eau. Cette réduction est estimée en moyenne a 5 % ainsi rapportée

par WARD et al., (1999).

Les pertes en activité coagulante par rapport a celle de 1’état frais apres
lyophilisation s’échelonnent entre 51,5% notée pour 1’extrait non activé lactos¢ (NAL) et
58 % pour I’extrait activé non lactosé (ANL). Pour le séchage sous vide partiel, les pertes
sont comprises entre 54,2 % relevé pour I’extrait activé lactosé (AL) et 64,8 % pour
I’extrait non activé non lactosé (NANL). La lyophilisation a entrainé des pertes en
moyenne de 55 % or, pour le séchage sous vide partiel, elles sont de I’ordre de 60%.
BOHAK (1970) indique un taux de perte d’activité enzymatique de pepsine de poulet apres
lyophilisation de 55%. Cette perte peut atteindre pour certaines enzymes jusqu’a 80% de
leurs force estimée avant lyophilisation (CARPENTER et al., 1987).

Rappelons que I’activité coagulante de I’état frais est de 60 UP/mL. Cet écart
moyen de 5 % entre les deux modes de séchage représente une activité coagulante
moyenne de 1’ordre de 3UP mL™". Ceci laisse présager que les deux modes de séchage
utilisés pour I’ensemble des différents extraits enzymatiques préparées (tableau 12)

semblent aboutir a des taux de pertes avoisinants.

5-2-Estimation de ’activité résiduelle de la pepsine de poulet a 1'état déshydraté au
cours du stockage

Afin d’apprécier I’effet de la conservation par lyophilisation ou par séchage sous
vide partiel, les extraits séchés ont été stockés pendant 135 jours. L’activité coagulante
résiduelle a été déterminée pour chaque type d’extrait enzymatique préparé dans un
intervalle de 15 jours. L’évolution des activités résiduelles au cours de la période de
stockage des EBPP activés ou non activés, lactosés ou non lactosés est montrée par les

figures 40 et 41.
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Figure 40 : Expression de la tendance de 1’activité coagulante résiduelle de I’extrait brut

de pepsine de poulet (EBPP) pendant le stockage (x) EBPP lyophilisé lactosé non activé
(y = -00346x + 47253; R* = 082); (A) EBPP Ilyophilisé lactosé activé;
(y = -0,0565x + 47,402 ; R*> = 0,94) ; (0) EBPP séché lactosé activé (y = -0,1299x + 38,303, R? = 0,97) ; (m)
EBPP séché lactosé non activé (y = -0,1353x + 39,566 ; R’= 0,94)
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Figure 41 : Expression de la tendance de 1’activité coagulante résiduelle de I’extrait brut
de pepsine de poulet (EBPP) pendant le stockage. (x) EBPP lyophilisé non lactosé non activé
y = -0,0227x + 44321, R? = 0,98), (A) EBPP Iyophilis¢é non lactosé activé;
(y=-0,0276x + 42,012, R?= 0,94) ; (0) EBPP séché non lactosé activé (y = -0,1364x + 39,796, R?= 0,93) ;
(m) EBPP séché non lactosé non activé (y = -0,1303x + 34,94, R’= 0,98)
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Par analyse des figures 40 et 41, et comparaison avec les activités résiduelles des
différents extraits soumis a la lyophilisation ou au séchage sous vide partiel, nous
constatons que I’activité coagulante résiduelle optimale pour une conservation notable pour
la pepsine est constatée pour 1’extrait brut non activé lactosé, c'est-a-dire celui qui est
additionné de lactose et qui n’a été activé qu’apres lyophilisation. Elle est de 48,5 % apres
lyophilisation et de 43 % au 135™ jour de stockage avec une pente réduite de cinétique de
I’activité résiduelle notée de -0,0346 (figure 40). Cependant, cette activité résiduelle est
relativement bien notable pour I’extrait brut activé et lactosé aprés le séchage sous vide
partiel (45,8%) et au 135¢éme jour de son stockage (26,2%) avec une pente négative de
-0,1299. En outre, I’activité coagulante résiduelle est constatée relativement réduite pour
les extraits enzymatiques non lactosés qu’elle soit apres les deux modes de séchage ou

pendant le stockage (figure 41).

Ainsi, 1’ajout du lactose, semble préserver au mieux I’activité de I’enzyme. En
effet, les enzymes en milieu aqueux sont instables. Pour cela, le séchage sous vide poussé
(Iyophilisation) ou sous vide partiel est souvent recommandé. Cependant, le processus en
lui-méme peut causer des dommages au niveau des différentes structures de la protéine
(WARD et al., 1999). L utilisation des sucres, comme agents protecteurs des enzymes lors
des processus de déshydratation en I’occurrence les diholosides (ex : lactose) est largement
recommandée. Ils les protégent durant la déshydratation et méme au cours du stockage
(IZUTSU, 2004 ; VASILJEVIC et JELEN, 2003). Cette protection est déterminée par
I’interaction directe avec les protéines et le remplacement de 1’eau perdue lors du séchage
par la formation de liaisons hydrogeénes avec les groupements polaires. Le lactose va
¢tablir des liaisons hydrogénes en leur conférant une nouvelle hydratation. Ceci
préserverait la structure native de la protéine contre la perte de I'eau. Cependant, il faudrait
signaler que la concentration optimale des saccharides permettant la protection des
protéines est comprise entre 100 mM et 200 mM correspondant a 3,76 % et 7,52 % (m/v)
de lactose monohydraté. A des concentrations plus élevées, les sucres tendent a se
cristalliser (CARPENTER et al., 1986 ; CARPENTER et al., 1987 ; CARPENTER et
CROWE, 1988 ; CARPENTER et CROWE, 1989 ; IZUTSU et al., 1991 ; CARPENTER
et al, 1993 ; VASILJEVIC et JELEN, 2003). Le choix d’utiliser le lactose a été basé sur le
fait qu’il soit le sucre naturel du lait. Néanmoins il serait intéressant d’essayer d’autres

cryoprotecteurs pouvant étre plus spécifiques a la pepsine de poulet.
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En outre, cette étude a montré que I’activité coagulante résiduelle est intéressante si
le pepsinogene n’est pas activé avant lyophilisation, mais plutot apres. En effet, BOHAK
(1972) et KAGEYAMA (1988), rapportent que le changement de conformation qui a lieu
lors de I’activation du pepsinogene entraine le démasquage d’un groupe sulthydryl dans la
molécule et la formation d’un peptide (pro-segment) constitué¢ de 44 résidus d’acides
aminés. Ce dernier joue un role protecteur vis-a-vis du site actif de ’enzyme. Dans des
conditions neutres ou peu alcalines, le zymogene inactif est stabilis€¢ contre toutes
interactions électrostatiques entre les résidus d’acides aminés basiques présents dans le

pro-segment et les résidus acides présents dans le fragment de I’enzyme.

En récapitulatif et dans les conditions de notre travail, I’effet de conservation par
lyophilisation sur 1’activité coagulante d’extraits de pepsine de poulet, semble étre adéquat.
La lyophilisation confére aux enzymes une stabilité remarquable. Elle occupe une place
originale au regard des techniques de séchage. Elle permet d’obtenir des produits finaux de
haute qualité. La forme et I’aspect des produits sont bien conservés. La transition du
produit de I’état congelé a 1’état déshydraté, en 1’absence d’une forte proportion d’eau
liquide, réduit les possibilités de développement des réactions d’altération. Un autre
avantage technologique majeur de la lyophilisation repose sur la capacité¢ du produit
lyophilis¢ a se réhydrater instantanément, c'est-a-dire solubilit¢ rapide et totale

(SCHWEGMAN et al., 2005).

CONCLUSION

La stabilit¢ des micelles de caséines natives est controlée par la balance des
attractions ¢lectrostatiques et les répulsions stériques entre les micelles de caséines.
Cependant, beaucoup de changements biochimiques se développent dans le réseau
protéique apres action d’une enzyme coagulante sur le lait pour la formation d’un gel. Ces
modifications se résument en la concentration différentielle de caséine, la réduction de sa
voluminosité, la diminution de la teneur en eau et la solubilisation de certains sels
minéraux. Le développement de ces phénomeénes physicochimiques dépend en effet, du
taux de lactosérum expulsé lors de la synérése qui lui-méme dépend étroitement de la
nature de 1’agent coagulant, des facteurs de coagulation principalement la température, le

pH, et de la concentration en CaCl, ainsi que de la composition initiale du lait.

Des méthodes physiques telles que la turbidimétrie et la conductimetrie ont été

appliquées pour suivre I’évolution du phénomene de la coagulation. La déstabilisation de
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la caséine kappa par la pepsine et par la présure a été interprétée par 1’augmentation des

unités de turbidité et par la diminution de la conductivité électrique pour les deux gels.

La protéolyse des protéines totales et des caséines par la pepsine ou par la présure a
permis d’apprécier les taux de NPN et de NCN libérés. Le taux de NPN a montré une
ressemblance entre ’action de la pepsine et de la présure, néanmoins, le taux de NCN a

marqué une dissemblance.

Aussi, I’étude séparative par électrophorése sur urea-PAGE a révélé la présence
d’hydrolysats issus des caséines a et B présentés sous forme de bandes de différente
intensité montrant ainsi 1’action protéolytique divergente et dissemblable des deux
enzymes. La SDS-PAGE a principalement montré le profil de I’hydrolyse de la caséine x

soit par la pepsine ou par la présure sous les conditions opératoires utilisées.

L’étude rhéologique a permis de caractériser le gel pepsine et le gel présure et
d’approcher leur quasi macrostructure. Ceci a été procédé par la détermination des seuils
d’écoulement, par le suivi de la cinétique de coagulation (en mode permanent), par 1’étude
du comportement visco¢lastique (en mode harmonique) ainsi que par la détermination des

points de rupture.

L’¢tude de la nature des interactions inhérentes aux protéines du gel pepsine et du
gel présure a montré que les interactions hydrophobes sont majoritaires, suivies par les
liaisons hydrogeéne puis par les liaisons calciques. Ces liaisons sont responsables du

maintien du réseau protéique et de la stabilité de la structure des deux gels.

L’observation microscopique a permis de présenter 1’état des caséines depuis leur
état natif jusqu’a la formation du gel. En effet, la microstructure du gel pepsine ou du gel
présure a montré ’agrégation micellaire, suivie par une formation d’un pseudo réseau
constitué¢ de micelles fusionnées et ensuite une étape de transition sol-gel qui s’acheéve par
la formation d’un gel. Aprés 24 heures de coagulation, une proximité de structure du gel
pepsine et du gel présure caractérisée par la compacité et par ’apparition de nombreuses

cavités de tailles hétérogenes et de zones amorphes a été visualisée.

Ainsi, les approches macroscopiques et microscopiques ont permis le suivi de
transformation du lait depuis son état de micelles de caséines dispersées (avant 1’addition
de pepsine ou de présure) jusqu’a I’état d’un systeme agrégé (apres protéolyse de la «-
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caséine) ou des modifications physico-chimiques, rhéologiques et structurales ont été

observées.

Pour mieux préserver son activité enzymatique et sa stabilité¢, deux modes de
séchages sous vide poussé (lyophilisation) et sous vide partiel de ’extrait brut de la
pepsine de poulet ont été étudiés et comparés. Alors que le séchage sous vide partiel
engendre une activité résiduelle de 45,8 % qui baisse encore a 26,2 % au bout de 135 jours
de stockage, la lyophilisation assure de meilleurs résultats avec 48,5 % en fin d’opération
et plus de 41% durant la méme période de conservation. L’ajout du lactose a 1’extrait de
pepsine assure une activité coagulante résiduelle plus intéressante. De plus, il s’avére que
I’activité résiduelle est meilleure si le pepsinogene n’est pas activé avant lyophilisation,

mais plutot apres.
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Cette étude nous a permis de caractériser la pepsine de poulet et son gel
correspondant sur les plans biochimique, chromatographique, rhéologique et
microstructural. L’objectif était de vérifier son aptitude a coaguler le lait en vue d’assurer
son utilisation comme substitut de présure.

Le protocole d’extraction appliqué a permis d’obtenir un rendement de 168,168
unités présure totales par gramme de proventricules frais. Un litre de I’extrait brut de
pepsine de poulet obtenu pourrait coaguler environ 13142 litres de lait avec une activité
aspartyl protéase (ug mL™" h'') de 8,38 + 0,22 et un rapport activité coagulante /activité
aspartyl protéase de 7,23.

La purification partielle de I’extrait brut de pepsine de poulet par séparation de
protéines en chromatographie liquide rapide (FPLC) sur colonne mono Q sépharose
(20 a 50 mg de protéines) a donné 45 fractions dans nos conditions de travail. La fraction
18 a présenté des activités coagulante (12,33 + 0,05 UP mL™') et protéolytique
(0,36 + 0,03 Unités mL™") considérables et notables comparativement a celles des autres
fractions obtenues. L’activité coagulante par rapport a ’activité protéolytique (AC/AP) de
I’extrait brut de pepsine est passée de 7,15 a 34,25 apres purification partielle. Cette
augmentation en rapport (AC/AP) est largement recherchée en fromagerie.

Les variations des facteurs, température, pH et concentration en CaCl, sur la
coagulation pepsine et présure ont été étudiées. Les optima de température, de pH et de
concentration en CaCl,.¢taient entre 50°C et 55 °C, 5,0 et 5,6 et 0,04 M respectivement.

La coagulation a été estimée en outre, par turbidimétrie et conductimétrie ou les
variations du paramétre de turbidité a exprimé une similitude (p>0,05) pour les deux gels,
contrairement au parametre de la conductivité qui a exprimé une différence (p<0,05) entre
les deux gels

L’¢étude rhéologique a permis de décrire et de caractériser le gel pepsine et le gel
présure. La viscosité apparente des deux gels évolue dans le méme sens. Les courbes
d’écoulement ont montré un comportement de liquides non Newtonien a caractére
plastique (liquide de Bingham) pour les deux gels. Ces corps ne s’écoulent qu’a partir
d’une valeur de la contrainte notée T, Cette contrainte correspond au seuil d’écoulement et
représente 1’ordonnée a 1’origine de la courbe. D’autre part, la viscoélasticité a été
approchée par le mode non destructif. Le gel présure semble présenter un comportement
viscoélastique (8 = 0,55) relativement notable que celui du gel pepsine (& = 0,60). Les
forces de rupture du gel présure et du gel pepsine ont été estimées a 0,34 N et 0,38 N

respectivement. Aussi, la synérése des deux gels a montré une expulsion rapide du
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lactosérum au début de la coagulation qui tend a former un plateau pour la présure mais
pour la pepsine de poulet elle tend a augmenter.

Ainsi, la diminution de la viscosité des gels traduit par leurs seuils d’écoulement,
leurs comportements viscoélastiques, leurs ruptures en des points de forces distinctes ainsi
que la différence de vitesse dans 1’expulsion du lactosérum renseignent sur la nature de
liaisons et d’interactions impliquées dans la formation du réseau protéique. Celles—ci sont
responsables des comportements des deux gels vis-a-vis des différentes contraintes
extérieures qui leurs sont appliquées.

La protéolyse étudiée a été évaluée par I’estimation des fractions azotées libérées
du gel pepsine ou du gel présure dans un intervalle de temps déterminé. Ces fractions
exprimées en Non Protein Nitrogen (NPN) n’ont pas montré une différence significative
(p> 0,05). Néanmoins, les fractions du Non Casein Nitrogen (NCN) ont présenté des
valeurs divergentes (p<0,05) pour les deux gels. La libération des fractions NPN et de
NCN pourrait étre commentée par 1’activité protéolytique de chacune des enzymes qui est
liée étroitement a leurs structures tridimensionnelles.

L’activité protéolytique de la pepsine et de la présure a été aussi estimée par
séparation ¢électrophoétique en urea-PAGE et en SDS-PAGE. En urea-PAGE, les produits
de dégradation as;I et B I-CN issus de la dégradation de la caséine as;-CN et B-CN
respectivement par la pepsine de poulet ont été¢ observés en premiers a partir de 0,5 h.
jusqu’a 24 heures d’incubation. Ceux de la présure, ils ont commencé a apparaitre
tardivement a partir de 6 heures d’incubation. La caséine y a été principalement observée a
0,5h d’incubation pour les deux enzymes. En SDS-PAGE, la seule bande visible sur
I’¢électrophorégramme obtenue selon nos conditions de travail, correspondait a la para
caséine kappa, produit de dégradation de la caséine kappa par la pepsine ou par la présure.

L’utilisation des agents dissociants au niveau du gel pepsine ou du gel présure a
permis de mettre en évidence les interactions hydrophobes interrompues par le sodium
dodécyl sulfate (SDS), les liaisons hydrogeéne interrompues par l'urée et les liaisons
ioniques avec les sels de calcium cassées aprés complexation par I’acide éthyle diamine
tétra acétique (EDTA). Le taux de dissociation des protéines du gel pepsine et du gel
présure a montré une abondance dans les interactions hydrophobes, suivi par les liaisons
hydrogene puis par les liaisons calciques.

L’¢étude microscopique des gels a montré I’évolution de la fusion des micelles du
gel pepsine et du gel présure au cours du temps. Aprés 24 heures de coagulation, une
proximité de structure du gel pepsine et du gel présure est visualisée par la ressemblance

du réseau protéique qui se resserre davantage avec apparition de nombreuses cavités de
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tailles hétérogénes et de zones amorphes qui paraissent prisonniere du maillage
protéique.Ainsi, les approches macroscopiques et microscopiques ont permis le suivi de
transformation du lait depuis 1’état de micelles de caséines dispersées (avant 1’addition de
pepsine ou de présure) jusqu’a I’état d’un systéme agrégé. Ceci a mené a la caractérisation
du gel pepsine et du gel présure sur les plans physico-chimique, rhéologique et structural.

En vue d’assurer la stabilité de 1’extrait brut de la pepsine de poulet au cours d’un
stockage, deux modes de séchage ont ét¢ étudiés et comparés, la lyophilisation et le
séchage sous vide partiel. L ’ajout ou non du lactose ainsi que I’activation du pepsinogéne
avant ou apres séchage ont été aussi étudiés. L’effet de conservation par lyophilisation sur
I’activité coagulante d’extraits de pepsine de poulet, semble étre approprié et adapté.

Les résultats obtenus montrent la possibilité d’utilisation de pepsine de poulet dans
la coagulation du lait. Cependant, elle nécessite la connaissance et la bonne maitrise
principalement de la concentration en enzyme, du pH et de la température liés a son action
coagulante et protéolytique sur les cas€ines. Aussi, la compréhension des différentes
interactions impliquées dans la formation du gel conduit & mieux analyser et particulariser
ses propriétés rhéologiques qui influent considérablement sur sa fermeté. Cet ensemble de
connaissance permettrait de savoir a quel niveau faut-il intervenir pour pouvoir diminuer
de son activité protéolytique signifiante et considérable. Néanmoins, cette activité pourrait
étre contrdlée et modérée par I'utilisation de la pepstatine « A» un inhibiteur compétitif
pour la plupart des protéases aspartique auxquelles il se lie au site actif de fagon non
covalente.

Cette étude a tracé les principaux axes relatifs a la caractérisation du gel pepsine
en comparaison avec I’enzyme de référence. Des recherches ultérieures plus diversifiées
méritent d’étre entreprises et poursuivies pour mieux développer la connaissance des

différents aspects de la pepsine de poulet. Elles visent principalement :

- ’optimisation des conditions d’extraction pour améliorer le rendement ;

- I’évaluation et la comparaison des activités enzymatiques de la pepsine provenant de
proventricules de poulets ayant différents stades d’ages, alimentation dissemblable et
d’espéces hétérogenes. Cette détermination permettrait de dévoiler des données
vectorielles et indicatrices pour caractériser 1’activité coagulante de la pepsine dans
chaque situation et pour chaque condition ;

- I’application de méthodes encore plus performante pour la purification de la pepsine
de poulet comme la chromatographie d’affinité par fixation sélective de I’enzyme sur

un ligand hautement spécifique et ce pour des résultats encore plus concluante ;
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-I’essai d’application de la tricine-SDS-PAGE comme méthode de séparation
¢électrophorétique pour pouvoir visualiser les peptides de faibles poids moléculaires
(<20 KDa) libérés apres hydrolyse enzymatique ;

- ’optimisation de la production de la pepsine de poulet et sa valorisation sur le plan
industriel ;

- I’essai de séchage du proventricule entier présenté sous différentes préparations en

vue de sa conservation, avec étude d’autres agents de protection autres que le lactose.

Enfin, I’utilisation de la pepsine, n’est pas uniquement limitée dans 1’industrie laitiére.
Elle peut étre employée dans d’autres secteurs industriels. Ceci par un essai de son
application dans la préparation des hydrolysats caséiniques et sa recommandation comme
agent de la tendreté pour la viande par remplacement de la papaine, [’enzyme
communément utilisée. Aussi, elle peut étre employée dans la modification de la protéine
de soja sous traitement thermique pour détruire les facteurs antinutritionnels, dans la
préparation d’hydrolysats et de poudres d’hydrolysats de poissons et de l€égumes, ainsi que
dans la fabrication de certaines boissons. Cette enzyme pourrait étre utilisée pour la
production de peptides d’intéréts biologique ou technologique. En outre, elle peut
contribuer a la diminution de 1’allergénicité causée par les protéines du lait par hydrolyse

de la B-lactoglobuline principalement.
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ABSTRACT

The interactions involved in gelification of milk with chicken pepsin were studied and
compared to those with rennet gel using different dissociating agents — sodium dodecyl sulfate
(SDS), urea and ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA). Destabilization and aggregation of
micelles were determined by turbidimetry and gel microstructure with the aid of scanning
electron microscopy (SEM). Results showed that hydrophobic binding was the dominant
force in protein gelification but there were no significant differences in protein interactions
between the two types of gel. Turbidity and microstructure analyses also showed a similarity
in gel micelles aggregation for milk coagulated by chicken pepsin and rennet.

Keywords : Pepsin, rennet, milk coagulation, protein interactions, micelles aggregation,
microstructure.
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ABSTRACT

We compared the proteolytic characteristics of milk coagulation with chicken pepsin versus
commercial rennet by 1) -precipitation at pH = 4.4 and in TCA solution to determine changes
in non casein nitrogen (NCN) and non protein nitrogen (NPN) and 2)-characterization of the
degradation products of caseins by urea-PAGE and SDSPAGE. There was no significant
change in NPN production but a considerable difference (p<0.05) was noted in the rates of
NCN evolution between chicken pepsin and rennet. The end products of casein hydrolysis by
chicken pepsin were asl I CN and B-I CN and this occurred earlier than those hydrolysed by
rennet in urea-PAGE. From the SDS-PAGE, only « casein was degraded by pepsin or rennet,
whereas, as and B casein were recalcitrant. The output from poultry farming in Algeria is
about 250,000 tons/year. Forestomachs from, could potentially be used to coagulate about
24.6 billions liters of milk/ year whereas the estimated milk production in 2014 is 3.2 billions
of liters.

Keywords: Proteolysis and chicken forestomachs, milk coagulation, pepsin, potential
coagulation.
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RESUME

Cette étude a pour objectif I’extraction de la pepsine a partir du proventricule de poulet et sa
caractérisation pour pouvoir assurer son utilisation comme substitut de présure dans la coagulation du
lait. A cette fin, nous avons approché I’étude de ses activités coagulante et protéolytique ainsi que les
aspects biochimique, rhéologique et microstructural du gel pepsine et sa comparaison au gel présure.

L’extrait brut de pepsine de poulet est de force de 13142. La purification partielle par FPLC a
donné 45 fractions. La fraction 18 a présenté¢ le maximum d’activité coagulante (AC) et d’activité
protéolytique (AP). Le rapport AC/AP de I’extrait brut de pepsine est passé de 7,15 a 34,25 aprés sa
purification partielle. Cette augmentation est largement recherchée en fromagerie.

Les activités coagulantes maximales pour la pepsine de poulet et la présure ont été définies pour
les intervalles de température compris entre 50°C et 55 °C, de pH de 5,0 et 5,6 et pour la concentration
en CaCl, de 0,04 M.

La coagulation a été estimée en outre, par la turbidimétrie et la conductimétrie. La turbidimétrie
a montré une similitude (p>0,05) entre 1’évolution de la fusion des micelles au cours de la formation du
gel pepsine ou du gel présure. Cependant, la conductimétrie a montré une différence (p<0,05) entre la
conductivité des minéraux répartis entre la phase aqueuse et la phase micellaire au cours de la
gélification.

L’approche rhéologique a permis d’étudier le comportement du gel pepsine et du gel présure
par application de différentes vitesses de cisaillement. La viscosité apparente en mode non destructif
montre une allure semblable de I’évolution du caractére visqueux des deux gels. Les courbes de
I’écoulement ont montré un comportement de liquide non Newtonien a caractere plastique (liquide de
Bingham) pour les deux gels. D’autre part, le gel présure semble présenter un comportement
viscoélastique (& = 0,55) relativement notable que celui du gel pepsine (& = 0,60). Les points de rupture
du gel présure et du gel pepsine sont atteints respectivement a des forces de 0,34 N et de 0,38 N.

La synérése des deux gels a montré au début de la coagulation une expulsion rapide du
lactosérum. Celle-ci tend a augmenter pour le gel pepsine et a former cependant, un plateau pour le gel
présure et ce, pour le méme temps de coagulation.

La protéolyse étudiée a été évaluée par I’estimation des fractions azotées NPN et NCN libérées
des deux gel rapportées a TN. Les fractions NPN n’ont pas montré une différence significative
(p> 0,05). 11,4 % contre 11 % pour la pepsine et pour la présure respectivement. Néanmoins, les
fractions NCN ont présenté des valeurs divergentes (p<0,05) qui sont de 58,4 % pour le gel pepsine et
49,8 % pour le gel présure.

En urea-PAGE, les produits as;I CN et B I-CN issus de la dégradation de la caséine as;-CN et
B-CN respectivement par la pepsine de poulet ont été observés aux premiers temps d’incubation. Ceux
de la présure, ils ont commencé a apparaitre tardivement a partir de 6 heures d’incubation. En SDS-
PAGE, seule la para K-CN provenant de la dégradation de la K-CN a été obtenue comme produit
d’hydrolyse par la pepsine ou par la présure.

L’¢étude des interactions a révélé le type de liaisons impliquées dans la formation des deux gels.
Le taux de dissociation de leurs protéines a montré une abondance dans les interactions hydrophobes,
suivi par les liaisons hydrogene puis par les liaisons calciques. La différence entre les taux de protéines
dissociées des deux gels n’est pas significative (p>0,05).

L’étude microscopique des gels a montré 1I’évolution de la fusion des micelles et la transition
sol-gel du systéme. Une similitude de structure des réseaux protéiques du gel pepsine et du gel présure
est visualisée. Cette ressemblance est caractérisée par la compacité et par I’apparition de nombreuses
cavités de tailles hétérogeénes et de zones amorphes. La structure spatiale des deux gels semble &tre
homogeéne.

En vue d’assurer la stabilité de I’extrait brut de la pepsine de poulet au cours d’un stockage
d’une durée de 135 jours, deux modes de séchage ont été étudiés et comparés, la lyophilisation et le
séchage sous vide partiel. Alors que le séchage sous vide partiel engendre une activité résiduelle de
45,8 % qui baisse encore a 26,2 % au bout de 135 jours de stockage, la lyophilisation assure de
meilleurs résultats avec 48,5 % en fin d’opération et plus de 41% durant la méme période de
conservation. L’activit¢ résiduelle s’avere meilleure si le pepsinogéne n’est activé qu’apres
lyophilisation. De plus, I’ajout du lactose a 1’extrait de pepsine assure une activité coagulante résiduelle
plus intéressante.

Les résultats obtenus tendent et convergent vers la possibilité de substitution de la présure par la
pepsine de poulet dans la coagulation du lait. Aussi, il serait possible de I’employer dans d’autres
domaines pour des intéréts biologiques ou a des fins techno-industrielles.

Mots clés : pepsine de poulet, coagulation, protéolyse, rthéologie, microstructure, conservation.



ABSTRACT

This study aimed the extraction of the pepsin from chicken proventriculus and
characterization in order to ensure its use as a rennet substitute in the milk coagulation. For this
purpose, we approached the study of its coagulant, proteolytic activities and biochemical,
rheological and microstructural pepsin gel aspects with comparison to the rennet gel.

The chicken pepsin crude extract presented a strength coagulation of 13142. The partial
purification by FPLC gave 45 fractions. The 18 fraction presented maximum coagulant activity
(AC) and proteolytic activity (PA). The ration AC/AP of the pepsin crude extract increased from
7.15 to 34.25 after its partial purification. This increase is widely appreciated in cheese making.

The coagulant activity for chicken pepsin and rennet have been defined for temperature
intervals included between 50 °© C and 55 ° C, pH 5.0 and 5.6 and 0.04 M CaCl, respectively.

The coagulation was further estimated by the turbidimetry and the conductimetry. The
turbidimetry showed similarity (p>0.05) between the micelles fusion evolution in the formation of
the pepsin or rennet gel. However, the conductimetry has shown a difference (p< 0.05) between the
minerals conductivity distributed between the aqueous and the micellar phase during gelation.
Rheological approach allowed to study the pepsin and rennet gel behavior by application of
different shear rates. The apparent viscosity in non-destructive mode showed a similar viscous
character evolution after, it tended to its maximum to indicate the formation of the two gels. Flow
curves showed a plastic character for the two gels (Bingham liquid). On the other hand, the rennet
gel seems to be viscoelastic (3 = 0.55) relatively notable than gel pepsin (& = 0.60). The rennet and
pepsin gels breaking points are reached respectively to 0.34 N and 0.38 N. Syneresis of the two
gels showed at the beginning of coagulation rapid expulsion of whey. This expulsion tends to
increase for gel pepsin but for rennet gel a stabilisation is shown for the same time of coagulation.

Proteolysis study was evaluated by the estimation of NPN/TN and NCN/TN fractions.
NPN fractions have not shown a significant difference (p> 0.05) ; 11.4% versus 11% for pepsin
and rennet respectively. Nevertheless, the NCN fractions have presented differences (p<0.05) of
58.4 % for the pepsin gel and 49.8 % for the rennet gel.

In urea-PAGE, pepsin degradation products as1I-CN and B I-CN of as1-CN and et B-CN
caseins respectively were observed in the early stages of incubation. Those of rennet appeared late
from 6 hours of incubation. In SDS-PAGE, only para k-CN was obtained as a x-CN degradation
product after pepsin or rennet hydrolysis.

The interactions study revealed the bonds type involved in the formation of two gels. The
rate of their proteins dissociation showed an abundance in hydrophobic interactions, followed by
hydrogen and calcium bonds. The difference between the rate of dissociated proteins of two gels is
not significant (p>0.05).

The microscopic study of gels showed the evolution of the micelles fusion and the
sol - gel system transition. Similarity of pepsin and rennet gels protein structure networks is
visualized. This resemblance is characterized by compactness and the appearance of many cavities
of heterogeneous size and amorphous zones. The spatial structure of two gels seems to be
homogeneous.

To ensure stability of the chicken pepsin crude extract during a 135-day storage, two
modes of drying were studied and compared, freeze-drying (lyophilization) and drying under
reduced vacuum. While the partial vacuum drying generated residual activity of 45.8% which
decreased to 26.2% after 135 days of storage, freeze-drying ensured better results with 48.5% at the
end of drying operation and more than 41% for the same conservation period. The residual activity
seems to be better if the pepsinogen is activated after lyophilization. Furthermore, the addition of
lactose to the pepsin extract provides more interesting residual coagulant activity.

Theses results tend and converge towards the rennet substitution possibility by chicken
pepsin in the milk coagulation. Also, it would be possible to use it in other areas for biological
interest or industrial technology purposes.

Key words : chicken pepsin, coagulation, proteolysis, rheology, microstructure, conservation.
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