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Résumé

Le dromadaire (camelus dromedarius) est un animal particuliérement adapté aux rudes
conditions agro-climatiques des régions arides et semi-arides. La transformation du lait de
chamelle en fromage présente des difficultés ayant pour origine une teneur réduite en caséine
Kappa et une aptitude tres limitée a I’ acidification et a la coagulation enzymatique. Parmi les
adaptations technologiques proposees par les auteurs, figure la possibilité de substituer des
enzymes gastriques camelines a la présure. Dans le présent travail, nous avons éudié les
activités coagulantes et protéolytiques d’ extraits enzymatiques coagulants issus de caillettes
de dromadaires non sevrés (ECD NS) et adultes (ECD A). L’ECD A se caractérise par une
activité coagulante (5,40 UP) |égérement supérieure a celle de I'ECD NS (5 UP), tant dit que
ce dernier possede une activité protéolytique plus faible envers les caséines camelines et
bovines. L’ activité coagulante maximale des deux extraits était obtenue a des températures de
60°C, un pH de 2,2 et une concentration en CaCl2 de 0,07 M. L’étude cinétique des deux
extraits a montré que les constantes de Michaelis (KM) sont de 5,816 uM et 9,539 uM et des
vitesses maximales (Vmax) sont de 69,76 uM/min et 84,34 uM /min pour I'ECD A et I'ECD
NS respectivement dans le cas des caséines camelines. On a également obtenue KM de 11 ,86
uM et 23,8 uM et des Vmax de 246,7 uM /min et 749,9 uM /min pour I'ECD A et I'ECD NS
respectivement dans le cas des caséines bovines.

Mot clés: Dromadaire, caillettes, extraits coagulants, activité coagulante, activité

protéol ytique, cinétique enzymatique.

Abstract

The camé (camelus dromedarius) is an animal particularly adapted to the harsh agro-
climatic conditions of the arid and semi-arid regions. Transformation of camel’s milk into
cheese presents difficulties related to this milk’s low levels of Kappa casein and very limited
ability to acidify or enzymatically coagulate. One technological adaptation proposed by the
authors involves the use of camel gastric enzyme extract rather than bovine rennet. In the
present work, we have studied the milk clotting and proteolytic activities of the crude
enzymatic extract derived from unweaned camel (ECD NS) and adult (ECD A) abomasum.
ECD A is characterized by dlightly higher milk clotting activity (5.40 UP) than ECD NS (5
UP), as long as it has a lower proteolytic activity towards camel and bovine caseins. The

maximum milk clotting activity of both extracts was obtained at temperatures of 60 ° C, a pH



of 2.2 and a CaCl2 concentration of 0.07 M. The kinetic study of the two extracts showed that
the Michadlis constants ( KM) are 5, 816 uM and 9.539 uM and maximum speeds (Vmax) are
69.76 uM / min and 84.34 uM / min for ECD A and ECD NS respectively in the case of
camel caseins. . There was also obtained KM of 11, 86 uM and 23.8 uM and Vmax of 246.7
uM / min and 749.9 uM / min for ECD A and ECD NS respectively in the case of bovine
caseins.

Key words : Dromedary, abomasus, crude enzymatic extracts, milk clotting activity,
proteolytic activity, enzymatic kinetic.
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Les caractéristiques morphologiques, physiologiques et comportementales du
dromadaire, lui permettant de produire et de se nourrir dans les conditions écologiques les
plus difficiles, le dromadaire demeure I'animal d éevage le plus adapté aux régions
désertiques. Cet animal a toujours joué, et joue encore, un role considérable dans le
dével oppement de |’ économie régionale des zones arides de par e monde, par ses productions

et services variés.

Parmi ces productions, le lait camelin est un aiment de grande valeur nutritionnelle, car
il est bien équilibré en nutriments de base (glucides, lipides et protides). Il se singularise en
outre par sa richesse en vitamine C, en oligoéléments et en certaines protéines et enzymes
(lysozyme, lactoperoxydase, lactoferrine) qui forment un systeme protecteur puissant avec
une activité antimicrobienne intense. Les vertus thérapeutiques qui lui sont attribuées et sa
valeur alimentaire plaident naturellement en faveur du développement et de |’ extension de
I’ éevage camelin laitier. Toutefois, sa valorisation est encore assez limitée compte tenu de ses

aptitudes faibles ala coagul ation.

Les essais menés pour la vaorisation de ce produit via sa transformation ont montré sa
faible aptitude a la coagulation par la présure. Cette caractéristique assignée a la composition
guantitative et qualitative de ce lait se traduit par des temps de floculation et de coagulation

plus longs et par une faible consistance des gels obtenus.

Dans le but de remédier au retard a la coagulation du lait de chamelle, des adaptations
technol ogiques ont été proposées par divers auteurs. Les corrections recommandées reposent
généralement sur I’amélioration de la teneur en matiere seche et de |’ équilibre salin de ce lait.
Toutefois, le choix des enzymes coagulantes a employer demeure le facteur déterminant des
temps de floculation et de coagulation du lait. En effet, des travaux antécédents ont révélé le
statut privilégié de la pepsine bovine qui se concrétise par des temps de floculation plus
faibles lors de la coagulation enzymatique du lait. Dans ce contexte, les auteurs préconisent
I'utilisation des enzymes coagulantes issus des estomacs de dromadaires, dans le but
d améliorer le temps de floculation du lait camelin, et donc sa capacité a coagul er.

Bien gue présentant ces aptitudes technologiques plus limitées, ce lait a été testé avec
succes dans la fabrication de plusieurs produits dérivés (fromage, laits fermentés, beurre,
créemes glacées...), ce qui laisse augurer de réelles possibilités d' utilisation de ce produit par

les populations du sud du pays sous des formes variées.

1



Dans ce contexte, nous Nous sommes intéressés a faire une extraction et caractérisation

des extraits coagul ants issus de caillettes de dromadaire adultes et non sevrés.

Dans notre travail, nous avons traité dans la premiére partie, la classification du
dromadaire, des généralités sur le lait, les caséines ainsi que les études faites sur les enzymes

coagul antes utilisées en fromagerie, particulierement les enzymes d origine animale.

La deuxiéme partie, expérimentale, porte sur les méthodes et les démarches suivis pour
I’ extraction et la caractérisation des extraits.

Laderniere partie est consacrée ala discussion des résultats obtenus.
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|. Synthése bibliographique
1. Classification du dromadaire

Le dromadaire appartient a |I’embranchement des vertébrés, classe des mammiferes
ongulés et sous classe des placentaires. |l appartient a I’ ordre des Artiodactyles, sous-ordre
des Tylopodes (CORRERA, 2006) et alafamille des camélidés.

La famille des camélidés ne comprend gque deux genres : Camelus et Lama. Le genre
Camelus au sein duquel existent deux especes: Camelus bactrianus, donné a I’ espece de
chameau a deux bosses et Camelus dromedarius la deuxieme espece a une seule bosse
(FAYE, 2014) qui représente presque 90% de ce genre (WILSON, 1998 cité par KADIM et
al, 2008).

Il occupe les régions désertiques de I’ Ancien Monde (Afrique, Asie et Europe) aors
gue le genre Lama est spécifique des déserts d'altitude du Nouveau Monde ou il a donné

nai ssance a quatre especes distinctes (figure 01).

Reégne Amimal

1

Embranchement de Vertéebres

o

Classe de MNMamimniferes

a

Ordre d”Artiodactyles

ﬁ Famille de Camelides —l

Genre Camelus Genre Larner

—» Espece Lama glama
|, Espece Camelus dromedarius
—= Espece Lama guanacoe

——» Espeéce Lama pacos

L Espece Camelus bactrianus

|, Espece Lama wicugna

Figure Ol : Systématique des camélidés (Faye, 1997).
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2. Importances économiques
2.1. Effectif du cheptel camelin
* Dansle monde

Le dromadaire est d’ autant plus performant et d’ autant mieux portant qu’il vit dans un
climat plus chaud et plus sec. IL ne supporte pas un climat trop froid. Vers le sud, son habitat

n’est limité que par la présence de la végétation équatoriale (BECHIR ,1983).

Le dromadaire est répertorié dans 35 pays « originaire » qui S étendent du Sénéga a
I'inde et du Kenya ala Turquie. (CORRERA, 2006).

La population cameline connait un développement constant de leurs effectifs (figure
02). Elle compte plus de 34 millions de tétes (FAO, 2017).

H Afrique M Asie Monde

50%

Figure 02 : L’ effectif du cheptel camelin dansle monde (FAO STAT, 2017)
*Dansle monde arabe

L’ effectif camelin du monde Arabe est représenté par le dromadaire (Camelus
dromedarius). La FAO estime que |’ effectif mondial du dromadaire est presque 16 millions
tétes dont 61% dans le monde Arabe (figure 03).

La Somalie, le Soudan, la Mauritanie, I’ Arabie Saoudite comptent a eux seuls 97% de
I’ effectif camelin arabe. Les pays Maghrébins comptent environ 1,920 millions de tétes
(CHAIBOU, 2005) soit 15.28% des effectifs camelin arabes.
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B Somalie ® Soudan B Mauritanie = Saoudite W Maroc M Tunisie = Liban

3% 1% 2% gy

Figure 03 : L effectif du cheptel camelin dansle monde arabe (FAO STAT, 2017).
*Effectif du dromadaire en Algérie

Les camelins en Algérie sont réparties sur 17 wilayas, dont 9 sahariennes, et 8
Steppiques. Selon FAO (2017), I’ effectif camelin national en 2017comptait 381882 tétes, soit
17,01% de I’ effectif Maghrébin et presgue 2% de |a popul ation mondiale cameline. L’ Algérie
occupe, de ce fait, le 14éme rang mondial. Durant la décennie (1996-2006), le cheptel
camelin national s'est élevé de 136000 tétes en 1996, a 286670 tétes en 2006 (MADR, 2007).
Cette évolution est le résultat de I’ encouragement de I’ élevage camelin par I’ Etat. Lafigure 04
représente |’ évolution de I’ élevage camelin en Algérie.

Figure 04: Evolution d’ élevage camelin en Algérie (FAO STAT, 2017)
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2.1.1. Lespopulations camelines Algériennes

Les différentes populations rencontrées en Algérie se retrouvent dans les trois pays
d'Afrigue du Nord, 1l sagit des populations suivantes (figure 05) :

L e Chaambi

Trés bon pour le transport, moyen pour la selle. Sa répartition va du grand ERG
Occidental au grand ERG Oriental. On le retrouve aussi dans le Metlili des Chaambas.

L'Ouled Sidi Cheikh
C'est un animal de selle. On le trouve dans les hauts plateaux du grand ERG Occidental.

L'Ait Khebbach

Est un animal de bét. On le trouve dans I'aire Sud-Ouest.

L e Chameau de la Steppe

Il est utilisé pour le nomadisme rapproché. On le trouve aux limites Sud de la steppe.

LeTargui ou racedes Touaregsdu Nord :
Excellent Méhari, un anima de selle par excellence, souvent recherché au Sahara
comme reproducteur. Réparti dans le Hoggar et e Sahara Central.
L'Ajjer
Bon marcheur et porteur. Setrouve dans le Tassili d'Ajjer.
L e Reguibi

Trés bon méhari. |l est réparti dans le Sahara Occidental, le Sud Orannais (Béchar,
Tindouf). Son berceau: Oum El Assel (Reguibet).

2.2. Production laitiere
2.2.1. Laproduction mondiale du lait camelin

L’ effectif mondia des dromadaires est estimé a 34 millions de tétes dont les femelles
laitiére représentent 24% avec une de I’ ordre de 5,4 millions de tonnes dont 55% environ est
prélevée par les chamelons (figure 06). Les productions individuelles varient entre 1000 et
2700 litres par lactation en Afrique, mais peuvent atteindre 7000 a 12000 litres selon certaines
sources en Asie. (FAYE, 2008).
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- Mor Méditermage

Océan Atlantique

Figure 05 : Répartition géographique des principales races de dromadaires en
Algérie (Benaissa, 2014).
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Figure06 : La part du lait de chamelle dansle monde (FAO STAT, 2017).
2.2.2. Laproduction nationale du lait de chamelle

La production laitiere cameline algérienne est d environ 14004 tonnes (figure 07). En
effet, la chamelle laitiére reste trés loin derriére les autre femelle laitiére, soit par sa part dans
I’ effectif national des femelles laitiére (88970 tétes), ou dans la production laitiére nationale,
donc elle reste moins introduite dans lafiliére du lait, selon (FAO, 2017).
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Figure 07 : La production laitiere national de chaque espéce (FAO STAT ; 2017).

3. Anatomiedel’ estomac

Le dromadaire, comme les vrais ruminants, est un poly gastrique, mais il se singularise
néanmoins par des différences avec les autres ruminants sur le plan de la conformation et de
la structure de I’estomac (EMA et al, 1980). Globalement, on peut distinguer 3 réservoirs
gastriques (compartiments) : C1, C2 et C3 (figure 08).

La digestion enzymatique est réalisée dans la caillette qui est |I’analogue de |’ estomac
d’un monogastrique comme I’homme (GALLOUIN et FOCANT, 1980).

» Compartiment 1 (Rumen)

Le rumen posséde des sacs aquiferes, diverticules contenant des millions de cellules
glandulaires qui jouent un réle important dans I'action de la salive et dans la production d'une
partie liquide, caractéristique du contenu stomacal des dromadaires. Par ailleurs, le débouché

de I’ cesophage, se situe directement sur le rumen chez les camélidés. (FAYE, 1997).

» Compartiment 2 (Réticulum)

En forme de poire, il possede des papilles disposées en aveéoles dabeille.
Extérieurement, il n'est pratiquement pas possible de distinguer la partie (C2) de la partie
(C3). En fait, une différence nette de la muqueuse interne est visible entre la partie proximale
(omasum) et la partie distale (abomasum) (CORRERA, 2006).
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» Compartiment 3 (Caillette)

Elle comprend trois parties :

-Une partie antérieure ou la muqueuse présente quelques plis en réseau ;

-une partie moyenne avec des petits plis muqueux longitudinaux et

-enfin une partie postérieure digestive : qui est formée d’ une mugueuse épaisse et plissée et de
nombreuses glandes digestives (CORRERA, 2006).

o = ==
g = *—"’—'5_23{

.

-3

Figure 08 : Anatomie del’estomac d’un camélidé (ALJASSIM et HOGAN, 2013).

4. Lacomposition du lait de chamelle

Le lait de chamelle a une composition semblable a celle du lait de vache, mais
il est 1égérement plus salé. Le lait de chamelle peut étre trois fois plus riche en vitamine
C que le lait de vache et représente une source vitale de cette vitamine pour les
personnes vivant dans les zones arides et semi-arides, qui ne peuvent souvent
pas obtenir de vitamine C par la consommation de fruits et de légumes. Le lait
de chamelle est également riche en acides gras insaturés et en vitamine B. Le lait du
chameau de Bactriane a un pourcentage plus élevé de matiéres grasses que le lait
de dromadaire, mais les niveaux de protéines et de lactose sont similaires. En généd, le

lait de chamelle est consommeé cru ou fermenté. (Dairy Gateway, FAO 2017).

4.1. Lacomposition chimique

La composition chimique globale du lait de chamelle, méme s elle fluctue selon les

auteurs, montre néanmoins des teneurs importantes et équilibrées en nutriments de base
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(protéines, matiére grasse et lactose) avec des proportions similaires a celle présentes dans le
lait de vache (figure 09 (1 et 2)).

M Eau ®m MST m Lactose MG ™ Protéines M Eau m MST ® Lactose " MG M Proteines

4% 3% 3% 1% 3% 2%

«y 2)

Figure 09 : Composition chimique globale (%) du lait de chamelle (2) compar ée avec le
lait devache (1) (DESAL et al, 1982 ; SAWAYA et al, 1984).

MST : matiére sechetotale. MG : matiére grasse.

4.2. Matiéregrasse

La matiére grasse qui représente une source importante dénergie, est constituée
essentiellement de lipides et de substances lipoidiques. Elle constitue également, un apport
important en acides gras essentiels et en vitamines liposolubles (tableau I).

Tableau | : Composition moyenne en acides gras des laits de chamelle et de vache
(ATTIA et al, 2000)

Nature des acides | Lait camelin (g/KQ) Lait bovin (g/KQ)
gras

C4:.0 0,60 2,60
C8:0 0,21 1,12
C12:0 1,19 3,98
Cl6:1 11,62 2,30
C18:0 16,12 8,65
C18:2 1,91 1,92

4.3. Les minéraux

Le lait de dromadaire constitue une bonne source d’'apport en minéraux (macro et
oligoéléments) (BENGOUMI et al, 1994). FARAH (1993), a rapporté que la variation de la
composition minérale du lait camelin est influencée par la saison, I'état sanitaire de la
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mamelle et le stade de lactation (tableau Il). Le lait de chamelle est plus concentré en

manganese et en fer comparé au lait de vache.

Tableau Il : Composition moyenne en principaux minéraux du lait dedromadaire et du
lait de vache (g/l)

Sodium | Potassium | Calcium | Magnésium | Phosphore | Fer | Références
Lait de BENGOUMI
chamelle | 00 | 211 | 087 011 146|341 | o0
Lait de ALALS
vache | 03906 | 135155 | 1-1,40 0,1-0,15 0,75-1,10 | - (1084)

Légende : (-) : non rapportée
4.4. Lesvitamines

Lelait de chamelle se singularise par sarichesse relative en vitamines B3 (niacine) et en
vitamine C (Tableau I11). Méme si des variations importantes (de 25 a 60 mg/l) de lateneur de
cette derniére dans les laits caméin sont rapportés (FARAH, 1993), il n’en demeure pas
moins que les teneurs signal ées sont en moyenne 3 fois plus élevées que celles présentes dans
le lait bovin. Cette caractéristique est particulierement intéressante, car elle permet au lait de
cette espéce, par son apport important en cette vitamine, de répondre aux besoins
nutritionnels, aussi bien du jeune chamelon que des populations locaes, qui vivent dans un
environnement ou |’ apport en ce type de vitamine est particulierement limité. FARAH (1993)
signale que le lait camelin contient des teneurs plus faibles en vitamines A et E et en certaines

vitamines du groupe B (vitamine B2, B5 et B9).

Tableau |11 : Composition en vitamines (ng/kg) du lait de chamelle avec lelait de vache.
Lait de chamelle Lait de vache

A (Rétinol) 150 170-380
B1 (Thiamine) 600 280-900
B2 (Riboflavine) 800 1200-2000
B3 (Niacine) 4600 500-800
B5 (Acide pantothénique 880 2600-4900
B6 (Pyridoxine) 520 400-630
B12 (Cobalamine) 2 2-7
B9 (Acidefolique) 4 10-100
E (Tocopheérol) 530 100-200
C (Acide ascorbique) en 24-36 3-23
mg/kg
Références KAPPELER (1998) FARAH (1993)
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4.5. Lafraction azotée

La fraction azotée du lait de chamelle, comme celle du lait de vache, est répartie en

deux sous fractions : I’ azote non protéque et | azote protéque (tableau 1V).

Tableau IV : teneurs compar atives des fractions azotées (mg/100ml) du lait camelin et
bovin (MEHAIA et ALKANHAL, 1992).

Formes d’ azotes Lait de chamelle Lait de vache
Azote total 485 540
Azote protéique 436 509
Azote non protéique 49 31

4.5.1. L'azote non protéique

Sa teneur, qui représente 5 a 10%, est environ deux fois plus élevée que celle
généralement retrouvée dans le lait de vache. Cette fraction est caractérisée par une haute
valeur biologique qui est due a sa richesse en acides aminés libres, en nucléotides et certains
précurseurs de vitamines ainsi que des peptides, de |’ acide urique, urée et créatine...etc. Dans
le lait camelin, les acides aminés libres les plus abondants sont : I acide glutamique, I’ alanine,
la phospho-sérine, la glutamine et la phénylalanine (TAHA et KIELWEIN, 1990 ; MEHAIA
et ALKANHAL, 1992).

4.5.2. L'azote protéique

Cette fraction représente 90 4 95 % de I’ azote total du lait de chamelle (contre 94 — 95
% pour le lait de référence). Elle contient aussi bien les protéines micellaires (ou caséines,
environ 75%) que et les protéines sériques (25%). Comme précisément, cette fraction
congtitue une partie importante de notre étude, nous ferons dans ce qui suit un point des
connaissances relatives a ces macromolécules d'intéré dans le cas du lait camelin
(SIBOUKEUR, 2007).

4.6. Les protéines camelines

De part leur apport nutritionnel (source d’ acides aminés essentiels) et leurs propriétés
techno-fonctionnelles particulieres, les proténes du lait revétent une importance considérable
au double plan quantitatif et qualitatif. La teneur moyenne en protéines dans le lait de
chamelle est comparable a celle du lait bovin (autour de 33g/l). La composition en acides
aminés de ces protéines est aussi trés similaire a celle rapportée dans le lait de référence
(SAWAYA et al, 1989 ; MEHAIA et ALKANHAL, 1989).

12
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4.6.1. Les caséines

L’ appellation caséne regroupe en fait quatre protéines majeures : les caséines asl, as2,
Bet k ains que des composantsissus de |’ hydrolyse de la caséine 3 par la plasmine (y caséines
et protéase-peptones). La micelle de caséine est une particule sphérique d’ un diametre de 30 a
300nm (MAHAUT et al, 2000). Toutes les micelles n’ ont pas les mémes dimensions mais la
méme composition. Les grosses micelles ont une charge minérale plus élevés et des
proportions relatives de caséine B et k plus faible que les petites. Elles précipitent a leur pH
isoélectrique (4,6) pour le lait bovin et 4,2 et 4,3 respectivement pour le lait caprin et camelin
(BRULE et al, 1997).

Les caséines ont tendance a s associer en particules sphériques ou micelles, de taille
variable et fortement hydratées et minéralisées. L’ assemblage et la cohésion de cette structure
micellaire sont assurés par des liens phospho-calciques (HAMBRAEUS, 1982) (figurel0). En
comparant les caséines bovine et camelines, KAPPELER et al, (1998) deduisent que les

derniéres sont moins phosphorylées et moins riches en phosphate de calcium micellaire.

A la différence des protéines solubles qui ont une structure globulaire compacte et
résistante al’ attaque protéolytique, les caséines présentent une structure |ache et peu ordonnée

qui lesrend accessibles aux enzymes protéolytiques (SCHMIDT, 1982).

La constitution de la micelle de caséine est différente au centre et en périphérie. Les
caséines P et asl sont plus présentes au centre de la micelle et forment le ceeur hydrophobe,
tandis que la partie externe de la micelle est formée de caséines asl, as2 et k (AMIOT et al,
2002).

Elles représentent 80 % des protéines du lait. Ce sont elles qui constituent le coagulum

gui donnera naissance, aprés égouttage et maturation, au fromage.

13
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Figure 10: Modéle de micelle de caséine avec sous unitésk (SCHMIDT, 1980).

46.1.1. LaCaséinek

Une grande mgjorité de cette caséine se trouve a la surface de la micelle, accessible ala
présure. Cette caséine est insensible au Ca2+ et stabilise les autres caséines phosphoryles vis-
a-vis de ce cation. La coagulation du lait se fait suite a la protéolyse de cette caséine par la
présure, son site de clivage par la chymosine (figure 11) est au niveau de la liaison Phe 105-
Met 106 dans le cas du lait bovin et Phe97-lle 98 pour le lait camelin (CHAQOUI-
KHEROUATOUI et ATTIA, 2008). Elle est la plus hydrophobe des caséines aprés la caséine
B. Toutefois, elle est caractérisée par la présence d une portion glycomacropeptide du coté C-
terminal contenant des résidus glucidiques a caractére tres hydrophile, par contre, le reste de
la chaine protéique (para-caséine) est de nature trés hydrophobe (tableau V). Cela conféere a
cette proténe un caractere amphiphile (HILL et WAKE, 1969).

Chamelle : . Pro-Arg-Pro-Arg-Pro-Ser-Phe I]e” Ala-Tle-Pro-Pro-Lys-Lys'®
Vache : Hxs”-Pitri-hs—P‘r&Hls—I_cu-Sﬂ-Phe"i-.\lel'“-Ah-ﬂc-Pro-Pm-Lys-L)'sm
l Site de clivage de la chymosine

Figure 11 : Comparaison des régions sensibles a la chymosine des caséines-K cameline et
bovine (KAPPELER et al, 1998).
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Tableau V : Caractéristiques physico-chimiques de la caséine K bovine (EIGEL et al,
1984 ; FARRELL et al, 2004) et dela caséineK camdine (OCHIRKHUYAG et al, 1997
et KAPPELER et al, 1998).

CaséineK Bovine CaséineK Caméline
Masse moléculaire (Da) 19007,0+1,1 18254-22987
Proportion dans les caséines 13 355
totales
Point isodlectrique 3,97 411
Nombre d’ acides aminés 169 162
Résidus cystéines 2 2
Nombre de groupements 1.2 1
phosphoryles/mole
Présence de glucides + +

5. Les enzymes coagulantes utilisées en technologie

La coagulation du lait par des enzymes protéolytiques est I’une des plus anciennes
opérations de transformation alimentaire. Dans le monde, I'enzyme protéolytique la plus
utilisée pour permettre cette transformation, notamment en fromagerie (en dehors des
fromages frais) est la présure. Elle est extraite de caill ettes de jeunes veaux non sevrés et aune
composition ou prédomine la chymosine (80%) mais contenant aussi de la pepsine (20%).
Toutefois et pour plusieurs raisons, particuliérement économiques, ou la présure ne peut
répondre a la demande sans cesse croissante dans le monde, I'utilisation de succédanés

d'origine animale, végétale et microbienne sest dével oppée.

5.1. Enzymesd'origine végétale

Les protéases d'origine végétale sont réparties en groupes basés sur le mécanisme
catalytique utilisé pendant le processus hydrolytique. Les principaux types catalytiques sont
aspartate, sérine, cystéine et métalloprotéases (BAH et al, 2006). Les protéases végétales
coagul antes appartiennent aux trois premiers groupes (BRUNO et al, 2006).

Dans certains pays d’ Afrique comme le Nigéria et la République du Bénin, les extraits
de Calotropis procera (pomme de Sodome) sont utilisés dans la fabrication de fromage Peulh
(ROSEIRO et al, 2003). Dans les régions chaudes plusieurs plantes renferment des principes
coagulants telle que la ficine provenant de latex du figuier, la papaine issu de papayer et la
bromelaineissu du I’ananas (ECK et GILLIS, 1997).
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5.2. Enzymesd'origine microbienne

L'industrie de fermentation s est intéressée a la production de protéases susceptibles de
remplacer efficacement et a moindre colt la présure, a partir de la culture de
microorganismes. Dans ce but, de multiples especes de bactéries et de champignons inférieurs
ont été étudiées afin de pallier a la pénurie mondiale en présure. De plus et a |'inverse des
protéases gastriques qui sont synthétisées sous forme de zymogenes inactifs, les protéases
microbiennes sont produites sous une forme active (DALGLEISH, 1997). Ainsi, plusieurs
bactéries ont été testées dans ce but, entre autre : Sreptococcus liquifaciens, Micrococcus
caseolyticus, Bacillus subtilis .. .etc. Ces protéases, malgré un rendement intéressant, n’ ont pas
toujours donné des résultats concluants au vu de la non spécificité de I’hydrolyse et la
protéolyse excessive enregistrée qui ont pour consequence une modification des
caractéristiques organoleptiques des fromages (apparition d’amertume, gout acide ...etc),
(ERNSTROM, 1983).

Les travaux réaisés sur différents types de levures et moisissures, ont permis de
sélectionner trois types de moisissures dont les propriétés coagulantes et protéolytiques de
leurs enzymes se rapprochent le plus de celles de la présure. Ces moisissures sont : Endothia
parasitica, Mucor miehel et Mucor pusillus (GOURSAUD, 1999; TUBESHA et Al-
DELAIMY, 2003 ; NOUANI, 2011). Les enzymes produites a partir de ces micro-organismes
ont donné de grandes similarités dans le mécanisme de la coagulation du lait,

comparativement al’ action de la présure traditionnelle.

5.3. Lesenzymes coagulantes d’origine animale

Les enzymes coagulants dorigine animale sont des protéases gastriques. lls
appartiennent a la catégorie des endo-peptidases actives a pH acide appelées protéases a
aspartate ou encore protéases acide (PELMONT, 1993). Les plus employés sont |a présure,
congtituée principalement de chymosine (E.C,3.4.23.4) et de pepsines (E.C,3.4.23.1),
d’ origine bovine ou porcine. Ces protéases sont formées a partir d’un précurseur (zymogene),

forme inactive, secrété par la muqueuse gastrique (RICHTER et al, 1998).

5.3.1. Laprésure

La dénomination de présure est réservée a |’ extrait coagulant provenant de la caillette
du veau nourris exclusivement au lait (avant sevrage) (ECK et GILLIS, 1997). Elle contient

deux fractions actives, I’une maeure, constituée par la chymosine, I’autre mineure, par la
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pepsine avec un rapport de masse chymosine/pepsine > 1,38.Au pH du lait (6,2-6,6), la
chymosine représente plus de 80% de I’ activité coagulante (ANDREN, 2002).

5.3.2. Chymosine

Cest une protéase (E.C.3.4.23.4) capable dhydrolyser les proténes et plus
spécifiguement la caséine. Elle est employée pour la coagulation du lait, étape nécessaire ala
fabrication des fromages. Depuis plusieurs années, des techniques d'ingénierie génétique
permettent de produire de la chymosine (dite recombinante) a partir de microorganismes

(Aspergillus niger par exemple).

Dans la caillette. Elle est sécrétée sous forme de prochymosine qui vient elle-méme
d’'un précurseur, la pré-prochymosine, contenant en plus une ségquence signale de 16 aa
L’activation du zymogene se fait apres départ des 49aa N-terminaux par la coupure
autocatalytique a pH acide ou sous I’ effet de la pepsine stomacale (PELMONT, 1993). C'est
une holoproténe (tableau VI) de PM=40K Da comportant 323aa (POLAINA et MAC-CABE,
2007).

Au cours de la fabrication du fromage, la chymosine assure un double réle. D’ une part,
elle se caractérise par une activité coagulante élevée en provoquant I’ hydrolyse spécifique de
la K- caséine au niveau du lien Phel05- Met 106, et d' autre part, elle possede une faible
activité protéolytique générale sur les différentes fractions de caséine (SIDIKOU et al, 2012).
De ce fait, cette enzyme conduit a un développement optimal de la saveur dans le fromage
mature et la formation d'un caillé fort, aboutissant a un rendement élevé en fromage
(ESKANDARI ¢t al, 2012).

17



Synthése bibliographique

Tableau VI : Caractéristiques physico-chimiques dela chymosine bovine et la

chymosine cameline.

R MM Nombre pH | Température -
Coagulant Especes (KDa) | d’isoformes | optimum | optimale °C PHI Reférences
BAUDYSet al,
1 ; FOLTMAN
Bovin | 36 3 5,5-6 20-50 4,5-5 988 FO ’
. 1993.
Chymosine
Camelin| 39-52| - 5,8-6 50 .| ELAGAMY etdl,
2000.

Légende : (-) : non rapportée.

5.3.3. Pepsine

La pepsine, du grec « pepsis » signifiant digestion, est le membre le mieux connu de la

classe des protéases a aspartate et I’ une des premieres enzymes a y étre découverte et purifiée

dans saforme cristalline. Cette enzyme a pour code EC, 3.4.23.1 (Tang et al, 1973).

La pepsine (tableau VI1) est sécrétée en proportion plus important apres sevrage dans

I’ estomac des mammiferes, est produite par les cellules de la muqueuse gastrique sous forme
de pepsinogene inactif de PM= 42000 et comporte 371 aa (POLAINA et MAC-CABE, 2007),
Elle peut s activer de facon auto-catalytique en pepsine par perte de 44 aa du coté N-Terminal

(PELMONT, 1993).

A I’ oppose de la chymosine, la pepsine possede une activité protéolytique élevée et une
faible activité coagulante (ABDELLAQUI, 2007).

Tableau VII : caractéristiques physico-chimiques de la pepsine bovine et cameline.

coagulant €ces MM Nombre PH Température Hi Références
g =P (kDa) | d’isoformes | optimum | optimale °C P
Bovin 3 MARTIN, 1984 ;
3 4 2,2 40 3 RAMPILLI et a, 2005.
_ ABOUHAEFEEL et
Pepsine | camelin | . 5 L8 ) | ABUEREISH, 1984 ;
' ' AL-MAZAIEN, 2007.

Légende : (-) : non rapportée.
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6. Etude dela structure des enzymes coagulantes d’ origine animale

6.1. Structureprimaire

Les structures primaires de la chymosine et de la pepsine ont une identité de séquence
de I’ordre de 50% (JENSEN et al, 2013). Par ailleurs, ces deux enzymes se caractérisent par
une teneur élevée en acides aminés acides et B-hydroxylés et par la présence dun petit
nombre de résidus basiques (KAGAYAMA, 2002).

Ces protéines contiennent trois ponts disulfures : Cys45-Cysb0, Cys206-Cys210 et
Cys250 Cys283 (pepsine numeérotation) (TANG et al, 1973 ; GILLILAND et al, 1990 ;
NEWMAN et al, 1991). CHEN et al (2000) ont démontré que le pont Cys250-Cys283 est
indispensable pour le repliement correct de la prochymosine, alors que le pont Cys45- Cys50
est dispensable mais a une certaine contribution a la stabilité et 1a spécificité de I'enzyme. Le
pont Cys206 Cys210 est aussi dispensable mais joue un role plus important dans le repliement

correct de I’enzyme.

Certaines de ces protéines gastriques sécrétées peuvent subir une glycosylation qui
entraine une augmentation de leur solubilité et empéche leur agrégation dans la voie de
secrétion. De plus, ele stabilise leur conformation et augmente leur thermo-stabilité
(MACHALINSKI et a, 2006). D’ apres KAPPELER et a (2006), la chymosine de dromadaire
glycosylée a une thermo-stahilité plus élevée que la chymosine de veau non glycosylée. Cette
thermo-stabilité peut étre un inconvénient pour son utilisation dans la production de fromages
industriels.

6.2. Structure secondaire et tertiaire

La cristallographie aux rayons X a révélé que la pepsine (figure 12) et la chymosine
sont constituées principalement par une structure secondaire en feuillet B avec tres peu
d hélices o (JAMES et SIELECKI, 1986 ; CHITPINITYOL et CRABBE, 1998). En fait, la
chymosine comprend 13% d’ hélices o (9 hélices, 44 résidus) et 48% de feuillet B (29 feuillets,
158 résidus) (NEWMAN et al, 1991).

Comme toutes |es protéases aspartiques, elles possedent ainsi une forme bilobée avec un
domaine N-terminal et un domaine C-terminal ayant seulement 9% de sequence en acides
aminés identiques (NEWMAN et al, 1991) et séparés par une fente perpendiculaire capable
d'accueillir de sept a huit résidus d'acides aminés d'un substrat (TANG et al, 1978). Cette
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fente constitue un site de liaison du substrat et contient les deux résidus aspartyls impliqués
dans le mécanisme catalytique (GILLILAND et al, 1990).

JENSEN et al (2013) ont travaillé sur la structure cristalline d' un variant doublement
glycosylé de la chymosine cameline recombinante ainsi que sur la structure cristalline de la
chymosine bovine recombinante non glycosylée (Figure 14). lIs ont montré que les deux
chymosines adoptent un repliement spatial similaire al’ exception des feuillets g antiparalleles
centraux qui connectent les domaines N et C terminaux. Cette différence a conduit a une
augmentation de la flexibilité dans les mouvements des domaines de la chymosine cameline
recombinante. Cette derniére se caractérise par une grande malléabilité dans la capacité
d’interaction avec le substrat et présente en sa surface des charges supplémentaires qui lui
permettent d’ améliorer cette interaction.

6.3. Site actif et mécanisme catalytique
6.3.1. Site actif

Les protéines aspartiques, également connues sous le nom de protéses acides, sont une
famille d’enzymes dont |’ activité catalytique dépend de deux résidus d'acides aspartiques
présents au niveau du site actif (NAGASAWA et al, 2016 ; BOTHAM et al, 2017). Ce denier
se situe entre les deux domaines N Terminal et C Terminal et la protéine et est assez large

pour héberger un segment polypeptidique d’au moins 7 résidus (KAGEY AMA, 2002).

Figure 12 : Structure par rayon X dela pepsine porcine, diagramme en ruban
(VOET D. et VOET J.G., 2016).
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Les deux Asp32 (Asp32: Asp -32- Thr/ Ser-33-Gly-34 dans le domaine C-termina et
Asp 215: Asp-215-Thr /Ser -216-Gly-217 (figure 13) dans le domaine N-terminal selon la
numérotation de la pepsine) forment le site catalytique (PEARL et BLUNDELL, 1984 ;
BERRYA et al, 1999 ; KAGEYAMA, 2002).

Figure 13 : Structure par rayon X dela pepsine porcine. Vue agrandie desrésidus Asp
du site actif avec la moléculed’eau qui leur est lié (VOET D et VOET J.G, 2016).

lons sulfate
el glyeérol

Molécule d'ean Résidus du
Site actif

eatalytique

lon chlorure —* 0

Feuillet i Nt

Figure 14 : Structuretridimensionnelle de la chymosine bovine recombinante (a) et
cameline recombinante (b) (JENSEN et al, 2013). NAG : N acétyle glucosamine

6.3.2. Mécanismed’action

Le mécanisme catal ytique des protéases aspartiques se produit par I’intermédiaire d’ une
molécule d'eau activée, cette derniere constitue |’ agent nucléophile permettant d’ attaquer la
liaison peptidique. Les résidus impliqués dans la catalyse sont les deux résidus acides

(aspartates) (DUNN, 2002), mais les détails exacts du mécanisme restent controverseés.
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Selon VEERAPANDIAN et al (1992) et JAMES et al (1992), il sagit d'un mécanisme
général d'acide-base. L'un des résidus d'acide aspartique, agissant comme une base (Asp 215),
doit étre chargé, aors que I'autre, agissant comme un acide (Asp 32), doit étre protoné
(SUGUNA et al, 1987 ; DAVIES, 1990 ; JAMES et al, 1992 ; PARRIS et al, 1992). Par
conséquent, le premier role important des résidus adjacents au centre catalytique est de
préserver |'éat chargé de I’Asp215 et I'état protoné de I'Asp32 (ANDREEVA et RUMSH,
2001).

7. La coagulation du lait
7.1. Définition

La coagulation du lait est une étape importante dans la préparation du fromage. 1l s agit
de la transformation du lait liquide en un gel, appelé aussi coagulum ou caillé. On distingue
deux types de coagulation : la coagulation acide et la coagul ation enzymatique. Cependant, en
fromagerie, la coagulation du lait résulte le plus souvent de I’ action combinée d’ une enzyme

et del’ acidification, seule varie I'importance relative de leur action coagulante respective.

7.2. Types de coagulation
7.2.1. Coagulation acide
Elle consiste a précipiter les caséines aleur point isoélectrique (pHi= 4,6) soit :
- par acidification biologique a I'aide de bactéries productrices d'acide lactique (bactéries

lactiques contaminant a l'état naturel le lait ou apportées sous forme de levains) (MAHAUT et
al, 2005) et;

- par acidification chimique (injection de CO2 addition de gluconodeltalactone) (MAHAUT et
al, 2000).

Le gel formé présente une perméabilité satisfaisante, mais une friabilité élevée avec une
élasticité et plasticité pratiqguement nulles dues au manque de structuration du réseau (figure
15). Les liaisons sont de faibles énergies de type hydrophobe et résistent peu aux traitements
meécaniques (MAHAUT et al, 2005).
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CaHpo, colloidal  patie Cterme de la cassine |

. Diminution des repulsion

Desintegration des micelles

Micelle de caseine n ¢ Agregaion des micelles

Solubilisation du CaHpo,; colloidal

Solubilisation de caseines

Distribution des micelles - homogeéne ~eINhomogene

Figure 15 : Modification dela structure micellaire au coursde I’ acidification
(JEANTET, 2007).

7.2.2. Coagulation enzymatique

Il s'agit de I’ action de la présure (plus précisement de la chymosine) qui va hydrolyser

préférentiellement la caséine k en un site préférentiel de coupure (figure 16).

La coagulation de type présure a généralement lieu pour des pH comprisentre 6.2 et 6.7
: Ph pour lesquels la déminéralisation de la micelle est nulle ou faible. Dans ces conditions, la
structure de lamicelle est stabilisée. (LENOIR et al, 1985).

L Hydrolyss par lachymosine

- TP -
Micelles de cas€ine

F =z acas=inate

1. Agregation

Feticulation

Rezeau gelifie

Figure 16 : Modification dela structure micellaire au cours de la coagulation présure
(JEANTET, 2007).
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7.3. Aptitude du lait de chamelle a la coagulation

Le lait de chamelle est réputé pour sin inaptitude a la coagulation (MAHBOUB et al,
2010). Quelque soit la méthode utilisée, acide ou enzymatique, le coagulum formé ne
représente pas les qualités requises pour subir d’ autres traitements technologique (FARAH,
1993).

Les techniques effectuées, en utilisant la présure, pour tester I'aptitude du lait de
chamelle a la coagulation n'ont pas éé concluantes (BOUDJENAH-H et al, 2012), il en
résulte la formation d’un coagulum moins ferme et un rendement plus faible (BORNAZ et al,
2009). Cette difficulté de coagulation est due aux propriétés structurales et fonctionnelles
uniques des composants du lait. Notamment, la faible teneur en Kappa caséine présente (5%
contre 13 ,5% pour le lait de vache) et la plus grande taille des micelles du lait de chamelle
qui est environ le double (380um) de celle du lait de vache (150pum) ainsi que sa résistance
aux micro-organismes (BORNAZ et al, 2009).

Afin de remédier a |’ aptitude limitée du lait de chamelle a la coagulation, différentes
adaptations technologiques ont été proposées. Dans ce cadre, les travaux menés par différents
auteurs : RAMET (1994) sur la pepsine bovine, SIBOUKEUR et al (2005), BOUDJENAH-H
et al (2011) et BOUDJENAH-H et al (2012) sur les extraits issu de caillettes de dromadaires
adulte. Les corrections recommandées par ces auteurs reposent genéralement sur

I’amédioration de lateneur en matiere seche et I’ équilibre salin du lait de chamelle.
8. La production fromagére par la chymosine cameline recombinante

Le lait de chamelle n'est pas sensible a la coagulation avec la chymosine bovine,
probablement en raison de fortes variations entre les structures primaires de k-caséine des
deux espéces. La production de fromage a partir de lait de chameau serait souhaitable
d’'améliorer la securité alimentaire en Afrique de I'Est. Actuellement, la production de
fromage a partir de lait de chamelle nécessite I'utilisation de préparations de présure
contenant une plus grande quantité de pepsine ou de coagulants microbiens. Cela donne un
fromage avec une altération du golt non acceptée par les consommateurs locaux.

Les préparations animales dérivées de chymosine de chameau ne sont pas réalisables
puisgue les chameaux sont rarement abattus en bas age. Donc, ils ont décidé de produire
I'enzyme par fermentation d'un géne génétique des souches modifiées : que Escherichia coli
K- 12 (EMTAGE €t al, 1983 ; MOHANTY et al, 1999), Kluyveromyces marxianus var. lactis
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(VAN DEN BERG et al, 1990), Saccharomyces cerevisiae (MELLOR et al, 1983 ; GOFF et
al, 1984), Aspergillus Niger var. awamori (CULLEN et al, 1987 ; TSUCHIY A et al, 1993) et
Pichia (Komagataella) pastoris (NOSEDA et al, 2013).

Ce systéeme d'expression a été choisi car il produit de maniere fiable des niveaux élevés
de Protéine sécrétée, correctement repliée et bien caractérisée pour la production de

chymosine bovine.

8.1. La chymosine produite par génie génétique (FPC)

Gréce aux progres de latechnologie de I’ ADN recombinant, e gene chymosine de veau
a été cloné dans des micro-organismes, permettant la production de chymosine par
fermentation. Ces chymosines sont maintenant largement utilisées pour la fabrication du

fromage dans de nombreux pays et donnent d’ excellents résultats (Fox et McSweeney, 1997).

La séquence nucléotidique de la prochymosine de 1095 pb était clonée dans le vecteur
pGAMPpR en remplacant le gene correspondant a la séquence bovine. L'expression est
controlée par le promoteur glaA inductible par I'amidon de A. niger, La chymosine est
produite dans I’ Aspergillus nigervar awamori par la fusion du géne de la prochymosine B
avec celui de la glucoamylase A (figure 17). Le vecteur utilise le gene pyr4 de Neurospora
crassa en tant que marqueur de sélection. La souche choisie pour la transformation éait un
dérivé pyrG d'une souche industrielle, qui avait été utilisé auparavant pour la surproduction de
FPC. Environ 50 transformants ont été aléatoirement choisis et analysé pour la production de

chymosine.

B Clal (1)

pBR322
Clal (10965)

TglaA PpGAMPR-C

Xbal (9280) 13151 bp
Camdr ch

Pmn (81 7

glaA

Clal (40186)

Spel (4872)
PglaA

Figure 17 : Plasmide d'expression pPGAMpR-C d'A. Niger (KAPPELER et al, 2006).
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* glaA, PglaA et TglaA : Glucoamylase A d'A. Niger et les régions promotrices et
terminatrices correspondantes.

*Camdr chy : séquence codant pour la prochymosine de C. dromedarius.

*pyr4 : géne codant pour I'orotidine-50-phosphate décarboxylase de N. crassa.

La chymosine cameline recombinante (CCR) comporte 323 aa pour une MM de 40
kDa (KAPPELER et al, 2006) ou 43 kDa (ATTALLAH, 2007) avec un pHi de 4,85; |’ acide
aminé N termina étant la glycine (KAPPELER et al, 2006). Elle a des caractéristiques
différentes de celles des bovins, elle a en particulier une stabilité thermique accrue entre 40 et
55°C (KAPPELER et al, 2006 ; JENSEN et al, 2013).

La chymosine cameline recombinante CCR est |a seule présure connue a ce jour, qui
combine un rapport C / P considérablement supérieur avec une valeur d’ activité spécifique
plus élevée et une stabilité de température plus élevée par rapport a la chymosine bovine
recombinante (tableau VII1).

Tableau VIII : lacomparaison delaration C/P desdifférentstypes de la chymosine avec

une concentration en calcium supérieurea 2 mM et unetempérature supérieurea 50°C
(Kappeler et al, 2006).

Typedechymosine | Activité coagulante | Activité Laration C/P
proteol ytique

CCR 170 25 7

Chymaosine porcine 25 12 2,1

Chymosine bovine 100 100 1

Kappeler et al, (2006) ont exprimé le géne de la chymosine cameline (Camelus
dromedarius) chez Aspergillus niger donnant une chymosine cameline produite par
fermentation. Les propriétés de la CCR ont été comparées a celles de la chymosine de veau;
La chymosine de chameau a une activité de coagulation supérieure de 70% de chymosine de
veau, mais seulement 20% de sa teneur générale, I'activité coagulante et a donc un rapport de
7 fois plus élevé que I’ activité protéolytique (tableau 1X). Par contre, la chymosine bovine
recombinante CBR manifeste avec une faible activité coagulante envers le lait camelin. Dés
lors, I'utilisation de la CCR pour les besoins de la coagulation du lait de vache a été
rapidement percue comme une solution appropriée au lieu et place de la CBR avec des
avantages certains (rendements plus élevés, goit moins amer en raison de la baisse de

I activité protéolytique....).
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Tableau | X : La comparaison del’activité coagulante du lait cru bovin et camelin
par différentes chymosines recombinante (KAPPELER et al (2006).

Enzymes Type de lait (cru) Activité coagulante (UP)
CBR Bovin 123+11
CCR Bovin 122+1.0
CBR Camélin 59.5

CCR Camdin 127+ 0.9

VALLEJO et al (2012) ont réalisé une étude comparative de quatre chymosines
recombinantes différentes (la chymosine de chevre et du buffle sont exprimées dans Pichia
pastoris et la chymosine bovine et de dromadaire sont exprimés dans Aspergillus niger). Ils
ont trouvé que la chymosine recombinante de chévre posséde la meilleure efficacité
catalytique par rapport aux trois autres enzymes. lls ont conclue que la chymosine
recombinante de chévre représente une trés bonne aternative a la CBR pour une utilisation
dans la fabrication du fromage. Le tableau X résume les principales caractéristiques physico-

chimiques de la chymosine fermentaire.

Tableau X : caractéristiques physico-chimiques dela chymosine fermentaire.

Espécesdela MM pHi pH Température Références

chymosine (KDa) optimum Optimale -C

fermentaire

Bovin 36 et 40 4.8 4,5 37 VALLEJCet al, 2008

Camelin 40 5,5 58 40 KAPPELEREet al, 2006

Caprin 46 et 49 - - - VEGAHERLANDEZet
al, 2004

Ovin 40 4,8 6,6-6 ;8 40 ROGELJ et al, 2001

8.2. Laproduction fromagere

L'étape clé de la réussite d'un fromage quel que soit son type est la coagulation. Elle
consiste alaformation d' un gel suite a des modifications physico-chimique intervenant sur les
micelles de caséines du lait. L’ agent coagulant le plus anciennement utilisé en fromagerie est

laprésure. Cette enzyme est extraite a partir de la caillette de veau non sevré.

L augmentation de la production et de la consommation du fromage d'une part, et
I'impossibilité d’ augmenter, en paralléle, la production de présure d’ autre part, ont causé une
pénurie mondiale en approvisionnement en cet agent coagulant ce qui a engendré des

fluctuations tres importantes dans son prix.
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Des essais de fabrication de fromage type cheddar (BANSAL et al, 2009,
GOVINDASAMY-LUCEY et al, 2010), pate molle (ABDULSALAM et SHAKER, 2013) et
Mozzarella (MOYNIHAN et al, 2014) avec la CCR et la CBR ont été réalisé (tableau XI).

Les résultats obtenus montrent :

- qu'aucune différence significative n'a été observée dans la composition et le pH entre les
fromages fabriqués avec ces deux enzymes;;
- que la protéolyse est significativement plus faible dans les fromages fabriqués avec la CCR

gu avec laCBR €t ;

- gue les fromages élaborés avec la CCR présentaient moins d’amertume avec une qualité
microbiologique et sensorielle acceptable que laCBR.

Tableau XI : la composition et le rendement du fromage Cheddar (stocké 60jour)
fabriquépar laCCR et (0,04 IMCU/ 1 ml du lait) et CBR (0,06 IMCU / 1ml du lait)
(BANSAL et al, 2009).

Parametres CCR CBR

pH 5.15-0.04 5.20-0.03
Humidité (%) 37.82-0.49 37.31-0.67
Graisse (%) 33.33-0.95 33.58 - 0.58
Protéine (%) 25.74-1.18 25.69 - 0.48
Sel (%) 1.26 - 0.01 1.24-0.05
Rendement (kg fromage 100 9.76 - 0.18 9.83-0.26
kg dulait)

8.3. Les étapes de fabrication du fromage

A I'origing, il y ale lait, base essentielle d un bon fromage. Mais le chemin a parcourir
est encore long avant d arriver & votre table ! Connaitre les procédés de fabrication du
fromage permet non seulement d’ apprécier I’ampleur du travail des fromagers, mais aussi de
mieux comprendre ce qui rend chacun des fromages unique (anonyme 03). Pour obtenir un

fromage, y’ a plusieurs étapes a suivre :
8.3.1. Caillage

Pendant cette étape, correspond a une déstabilisation de I'état micellaire originel de la
caséine du lait, ce dernier coagule et se transforme en un gel homogene et lisse : le caillé.
Cette coagulation du lait se fait sous |’ action d' un ferment (mélange de bactéries lactiques), de
présure (coagulant naturel de source animale ou végétale) ou d’ une combinaison des deux. Le
cailllé est ensuite tranché, rompu et fragmenté. Plus les fragments sont gros, plus ils

contiennent d’eau. A I'inverse, plus ils sont petits, plus leur taux d’humidité est faible et plus
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la péte est ferme. Les grains ainsi obtenus sont par la suite transférés dans des moules pour

favoriser I’ égouttage.

Le traitement thermique du lait, qui peut étre pratiqué avant coagulation pour améliorer
la qualité microbienne du milieu, influence également les propriétés rhéologiques des gels
formés (RAMET, 1987).

8.3.2. Egouttage

Durant cette phase, ¢’ est presgue 80% de I’ eau contenue dans le caillé qui est extraits.

Lors de I’ égouttage, deux types de facteurs interviennent:

v' un facteur biologique : acidification ou « fermentation lactique », génératrice de
porosité danslecaillé et ;
v un facteur mécanique : qui se déroule en plusieurs phases : le découpage, |e brassage,

le chauffage et enfin |e pressage.

Cette étape est essentielle car ¢'est la conjugaison de ces facteurs qui va déterminer la

dureté et |’ onctuosité du fromage a venir.

Pour obtenir un fromage frais au goUt acidulé, on favorise la fermentation lactique. Le
lait est maintenu pendant quelques heures (de 12h a 48h) a une température avoisinant les
15°C. Pendant ce laps de temps, les ferments se développent et produisent de I’ acidité (le
lactose devient de I'acide lactique). L’ acide lactique déminéralise alors le caillé en lui
enlevant une grande partie de son calcium, et donc, de sa souplesse. On obtient alors un caillé

« lactique », d’ une grande porosité qui s égoutte lentement et spontanément.

A I’ opposé, pour obtenir des pétes dures, on va fabriquer plus rapidement et a plus haute
température (30° a40°C). L’ égouttage se fait ici de maniere mécanique. On découpe aors le
caillé afin d accélérer I’ écoulement du lactosérum « le petit lait », on brasse et on chauffe.
Le caillé se contracte alors sous le double effet du remous et de la chaleur. Quand il est
suffisamment égoutté, il est mis en moule. Intervient alors la phase de pressage, plus ou moins

forte selon le degré souhaité de dureté de |a pate.

L es rendements fromagers sont faibles comparativement a ceux observés habituellement
avec du lait de vache ou de chevre (RAMET, 1985). Le faible niveau des rendements
sexpligue par la moindre teneur en matiére séche des laits de dromadaire utilisés, mais
egalement par I'importance des pertes en matiere seche dans le lactoserum.
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8.3.3. Affinage

A la suite du démoulage, le fromage est placé en phase de maturation, dans une cave
naturelle ou artificielle. Les conditions régnant dans la cave, dont le degré d’humidité et la
température ambiante variant entre 8 °C et 16 °C, sont déterminantes pour la qualité du
produit fini. C' est lors de cette étape que se dével oppent et s uniformisent latexture, la cro(te,

la couleur et le godt d’ un fromage.

Dans le cas des fromages a crolte lavée, I’ affineur (le responsable de I’ affinage) traite la
surface des meules en les lavant avec une saumure (eau salée). En ce qui concerne les autres
fromages, I’ affineur veille au développement régulier de leur surface et au besoin, retourne les

meules.

8.3.4. Salage

Le sel agit a titre d'agent de conservation et d'antiseptique. |l peut étre gjouté au
fromage lors du brossage avec une saumure (eau salée) ou encore a latoute fin du procédé de
fabrication. Selon le type de fromage fabriqué, I’ étape du salage peut prendre de 30 minutes a

plusieurs jours.

8.4. Lamesuredespropriétés sensorielles et texturale:

La bonne activité de coagulation de la CCR, combinée avec sa tres faible activité
protéolytique, peut étre utile dans la production de types de fromages, pour lesquels un godt
amer est défavorable, car une valeur inférieure en activité protéolytique va de pair avec une

formation réduite de peptides amers.

L’ utilisation de la CCR pour la coagulation du lait de chamelle entier, cru et frais donne

environ 36% de la résistance au caillé.

Pendant |a période de stockage, les propriétés organoleptiques des fromages se sont

améliorées pendant |a période de maturation.

IBRAHIM et al, (2018) ont étudié les propriétés sensorielles du fromage Domiati qui
est fabriqué a partir du lait de chamelle avec de la CCR et la CBR, ils ont trouvé que
I’ apparence, la couleur, le gout et la flaveur du fromage Domiati obtenu par la CCR est

meilleur que celui obtenu par la CBR.
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Pour la fabrication du fromage suivant la méthode traditionnelle, considérant que la
supplémentassion en calcium n'est pas susceptible daméliorer la fermeté du caillé en raison
de la sensihilité plus faible de l'activité de la chymosine de dromadaire envers les

maodifications de la concentration du calcium et le pH.

L'utilisation de cultures bactériennes adaptées au lait de chamelle pourrait encore
augmenter la fermeté du caillé. Quelques paramétres d analyse de la texture des fromages
Domiati fabriqués a partir du lait de chamelle avec la CCR et la CBR ont été étudiés, ils ont
obtenu une dureté meilleure avec la CCR qu’avec la CBR, ainsi qu’ une bonne cohésion et de
souplesse (IBRAHIM et al, 2018).

8.5. Lerendement fromager

Le rendement en fromage ¢’ est |e poids du fromage diviseé par le poids du lait exprimé
en un pourcentage (NELSON et al, 2004).

IBRAHIM et al, (2018) ont montré que le rendement en fromage frais fabriqué avec la
CCR était nettement supérieur a16,7% par rapport au fromage fabriqué avec la CBR qui est
de 12 %. Plus I’ é&ape de maturation progresse, le rendement des fromages CCR et CBR a
diminué progressivement avec des différences significatives. Par contre, le rendement en
fromage a base de CBR était comparable a celles trouvées par MEHAIA (1993) et KHAN et
al, (2004).

Cependant, le rendement en fromages fabriqués avec CCR était plus élevé que ceux
rapportés par SAIMA et al, (2003) et EI-ZUBEIR et JABREEL (2008) probablement du a la
différence dans les coagulants utilisés. BARABANO et RASMUSSEN (1992) ont mentionné
gu'il y avait des différences importantes dans la teneur en humidité du fromage fabriqué avec

différents coagulants qui créent des différences dans le rendement du fromage.
8.6. L es avantages des enzymes fer mentaire

Selon KUMAR et al (2010), la Chymosine recombinante a de nombreux avantages par

rapport aux autres homologues :
- Elle aune faible activité protéolytique en raison de |’ absence de la pepsine ;

-elle aune activité coagulante plus prévisible ;
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- elle est adapté aux régimes végétariens et ;
- elle aacquis I’ appui de certaines autorités religieuses (certifiée hallal et autres).

Mais ces produits restent cependant commercialisés a un prix élevé, qui rend difficile leur
utilisation par des petites et moyennes entreprises surtout dans les pays en voie de
développement (TEUBER, 1990).
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1. Matériel et méthodes

La présente éude a été réalisée au laboratoire pédagogique de biochimie de I’ université
M. Mammeri de Tizi-Ouzou. Elle a été sous tendue par le matériel et les méthodes énumérés
Ci-dessous.
1.1. Matérid
1.1.1. La source enzymatique
Caillettes de dromadair es
Les caillettes proviennent de dromadaires sélectionnés, d’'une part, selon leur age et,
d autre part, selon leur régime aimentaire (non sevrés et sevrés) (tableau XII). Apres
I’abattage au niveau de I'abattoir communa de Ouargla, le dernier tiers du troisiéme
compartiment de leurs estomacs est préleve. Les caillettes sont alors lavées a |’ eau de robinet,

dégraissées, hachées, mises dans des sacs en plastique puis congelées a- 18°C.

Tableau XI1 : Caillettes de dromadaires utilisées.

Dromadaire Non sevré (NS) Adulte (A)

Age 12 mois 8 ans

Régime alimentaire Lechamelontéte encoresa | Alimentation variée
mére

1.1.2. Lematériel biologique

» Poudre delait écrémétype « low heat » : Cette poudre de lait nous a é&té fournie

gracieusement par la Laiterie de Dréda Ben Khedda (wilaya de Tizi- Ouzou) ;

» Caséines bovines et camelineslyophilisées: Elles sont obtenues selon le protocole decrit
par SCHAMET et al (1992), a partir de lait préalablement écrémé ;

* Enzymes coagulantes :
- pepsine (EC 3.4.23.1), extraite d'estomacs de porc ;
- chymosine bovine recombinante Chy-Max (Christian. Hansen Lab. (DK) qui nous a été

fournie gracieusement par la Laiterie de Dréa Ben Khedda (wilaya de TiziOuzou).

* Serum albumine bovine (BSA), (SIGMA chemica Co., U.S.A) .
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1.1.3. L’ appareillage
- Agitateurs magnétique, balance éectronique et balance de précision, bain-Marie,
centrifugeuse, pH meétre, spectrophotometre UV-visible, lyophilisateur a plateau...).

1.1.4. Lepetit matériel

Un certain nombre de petit matériel approprié a été également utilisé dans cette étude. |1

S agit de : micropipettes, membranes de dialyse, papier filtre, verre frité, ains que différents
types de vererie (béchers, fioles jaugées, fiole a vide, pipettes graduées, tubes a
essais, burette...etc).

1.1.5. Produits chimiques et r éactifs

- produits et solvants : acide chlorhydrique, acide acétique, acide trichloracétique, &thanol,

glycérol.... ;

- sels et tampons : sulfate d’auminium, sulfate de sodium, chlorure de sodium, phosphate

dissodique....et

- Réactifs : réactif de Folin-Ciocalteu...

1.2. Méhodes
1.2.1. Extraction des enzymes coagulantes
L’ extraction est effectuée selon laméthode de VALLES et FURET (1977) pour le bovin
et adapté aux extraits issus de caillettes de dromadaires (Figure 18).
1.2.1.1. Macération
Des échantillons de caillette de poids P (g) sont décongelés et macérés dans un volume
(1,25 x PU) d’une solution d'HCI 0,2M, a une température de 40°C pendant 60 minutes.
Apres filtration du mélange on obtient un extrait brut total.
1.2.2.2. Clarification
Aprés macération, les extraits obtenus sont clarifiés par I'gout de 1% (V/V) d'une
solution de sulfate d’aluminium Al2(SO4)3, 1M et 5% (V/V) d’'une solution de sulfate
dissodique Na2S04, 1M, chauffée quelques minutes a 40 C°.
Une filtration est ensuite réalisée permettant |’ obtention d’ un filtrat jaune.
1.2.2.3. Concentration du filtrat
Apres filtration, le filtrat jaune obtenu va subir une concentration par addition d’une
solution saturée de NaCl, additionnée a 1% (V/V) d'une solution d’'HCI (d= 1.19). Aprés un
repos d’'une heure suivie d’une centrifugation (2100xg / 20min), nous obtenons un précipité
que I’ on fait dissoudre dans un volume minimal d’ eau distillée araison de 10% (P/V).
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1.2.2.4. Ajustement du pH
Le pH de ces extraits enzymatiques clarifiés est gusté a 5,5 par une solution de
phosphate dissodique, 1M.
1.2.2.5. Dialyse
Les extraits issus de caillettes de dromadaire non sevrés et adultes sont placés dans des
boudins de dialyse dont le seuil de rétention est de 10000 Da, puis sont placés dans |’ eau
distillée pendant 48 heures a 4°C, sous agitation lente. La solution de contre diayse est
renouvel ée toute les 4 heures.
Les extraits obtenus ont éé dénommés ECD NS (extraits issus d’ animaux non sevres et
ECD A (extraits issus d’animaux adultes). La conservation de ces ECD est réalisée a 4°C
aprés addition d’ azide de sodium.

1.2.2. Calcul du rendement del’ extraction

Le rendement d extraction R pour les extraits de caillettes de dromadaire non sevrés et
adultes exprimeé en pourcentage (%) est défini étant le rapport de la masse de I’ extrait obtenu
(précipité) et lamasse de la caillette employée. |1 est déterminé selon la formule suivante :

R(%)=M/MO0x 100

R (%) : rendement exprimé en pourcentage

M : masse en gramme de |’ extrait résultant (précipité)

MO : masse en gramme de la caillette.

1.2.3. Caractérisation des extraits coagulants gastriques

La caractérisation des extraits enzymatiques consiste en la détermination de leur
teneur en protéines, par la méthode LOWRY et al, 1951, et leurs activités coagulante et
protéol ytique.
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Préparation des cailletes

-Caillettes (lavées,dégrai ssées)
-Hachage
- Congélation (-18°C)

3

M acér ation

-HCL 0,2 M a40°C

-Filtration (papier filtre)

. 4

Clarification

-(40°C quelques minutes) + 1 7 sulfate d’ aluminium 1M (17 V/V)+
sulfate dissodique 1M (57 V/V) avec agitation ;

-Filtration (papier filtre).

L

Concentration du filtrat

-Repos (60 minutes)
-Centrifugation (2100xg/20min)
-Dissolution (eau distillé a 107 (P/V))

3

Ajustement du pH

pH= 5,5 par du phosphate dissodique 1M, 40°C

L

Congélation

Figure 18: Protocole d’isolement des extraits enzymatiques gastriques préconisé par
VALLESet FURET (1977) pour lebovin, et adapté aux extraitsissus de caillettes de
dromadaire.
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1.2.2.3.1. Dosage des protéinestotales

Le dosage est réalisé selon la méthode spectrophotométrique de LOWRY et al (1951).
Elle est facile a mettre en ceuvre et assez reproductible. C'est une mesure colorimétrique ou
I”addition d’un sel de cuivre en milieu alcalin puis du réactif de Folin-Ciocalteu a une solution
protéique donne une coloration bleue foncée. Cette coloration résulte de la réaction De la
solution cuivrique avec les liaisons peptidiques et |a réduction de I’ acide phospho-tungsto-
molybdique par la tyrosine, le tryptophane et la cystéine en un complexe, le bleue de
molybdene.

La densité optique (DO) lue au spectrophotometre a 750 nm permet de déterminer la
concentration en protéines des extraits analysés en se référant a une courbe d étalonnage
DO=f (C) établie avec des solutions en concentrations de BSA connues (figure 19). Le mode

opératoire est présenté en annexe 01.

o
JEEN
N

o
N

0,08
0,06

0,04

Densité optique a 750 nm

0,02

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentration en BSA ( ug/ml)

Figure 19 : Courbe d’ éalon du dosage des protéines par la méthode de LOWRY ¢t al
(1951). L’albumine sérique bovine (BSA) est utilisée comme proténe deréférence ; R=
coefficient de corréation.

1.2.3.2. Mesuredel’activité coagulante

L’ activité coagulante des extraits enzymatiques est déterminée selon la méhode de
BERRIDGE (1945) modifiée par COLLIN et al (1977). Cette méthode consiste a déterminer
visuellement dans des conditions standardisées, le temps d apparition des flocons di a la

formation d’ agrégats de caséine.
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Cette transformation s observe mieux sur un film fin de lait dans un tube en rotation,
disposé sur un fond noir. Cette méthode donne des résultats fiables avec une bonne
reproductibilité.

La méthode consiste a gjouter 1 ml d’extrait coagulant a 10 ml de substrat standard
(poudre de lait reconstituée) a 30°C puis a noter le temps de coagul ation.

La préparation du substrat standard consiste a la dissolution de la poudre de lait type
(low heat) a 10% (P/V) dans une solution de CaCl, (0,01M) et gjustement du pH a 6,5 par
I’ gjout d’ une solution de NaOH (0,1N).

Le substrat standard est ensuite reparti dans des tubes a essais, a raison de 2ml/tube,
suivi d’'une incubation dans un bain marie a 30 °C pendant 15 min. L’addition de I’ extrait
coagulant est réalisée a raison de 1ml/10ml du substrat standard. Une homogénéisation
immeédiate et rapide est nécessaire. Dans le bain marie, les trois retournements successifs du
mélange apres 30 secondes correspondent au temps zéro (Figure 20).

L’unité d activité coagulante (U.A.C) ou "unité présure’ (U.P) est définie comme
étant la quantité d’ enzyme par millilitre d’extrait enzymatique qui provoque la floculation

de 10 ml de substrat en 100 sec a 30 °C. Elle est cal culée comme suit :
UP=10xV/ TcxQ
UP : unité présure ;
V : volume de substrat standard utilisé (ml) ;
Q : volume d' extrait coagulant (ml) ;
Tc : temps de coagulation (secondes).

1.2.3.2.1. Détermination de la température optimale d’ activité

Pour la détermination de la température optimale de I’ activité des extraits coagulants, le
lait a été porté a différentes températures : 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 °C.
L’ effet de latempérature sur la coagulation du lait est déterminé par la mesure du temps de
floculation a des températures variant de 25 a 60 °C.

1.2.3.2.2. Déermination dela stabilité thermique

Pour la détermination de la stabilité thermique de I’ activité des extraits coagulants, les
extraits ont été portés a différentes températures : 55, 60, 65°C pendant 15min, 30min, 45min,

1 heure.
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Lait écréméen poudre « Low heat »

2g + 0,02 dissous dans 100 ml d’ une solution de CaCl2 0,01 M

$

Agitation

15 min, agitation magnétique

Repos

60 min atempérature ambiante

Répartition

Dans des tubes a araison de 2ml/tube

I ncubation

Dans un bain marie 2 30°C / 15min

Addition de 200 pl del’ extrait

L ]

Homogénéisation

Immédiate par une anitation mannuelle rapide

Zé&o

]

L’ apparition des premiersflocons cor respondant
au temps de coagulation

,
Troisretournements successifs aprés 30 sdu temps ]

7

\

Figure 20 : Mesure du temps defloculation par la méthode de BERRIDGE (1945)
modifiée par COLIN et al (1977).
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1.2.3.2.3. Détermination du pH optimal del’ activité

Le pH a une forte influence sur I’activité enzymatique de ces préparations et par
conséguent sur le temps de floculation du lait (RAMET, 1997).

1.2.3.2.4. Déter mination de la concentration optimale de CaCl:

Le pH optimal de I’ activité coagulante des extraits enzymatiques a été déterminée en
faisant varier les pH des solutionsde : 2,2,2,6,3,36,4,46,5,55,6,6,6, 7, 7,6.

L’influence de la concentration en CaCl, sur |’ activité coagulante a été déterminée en
utilisant des concentrations variées de CaCl2 : 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06 et 0,07 M.

1.2.3.2.5. Déter mination des paramétres cinétiques

Les paramétres cinétiques (Vmax et KM) des protéases sont déterminés a partir de la
représentation graphique de Lineweaver-Burk en utilisant des concentrations de substrat de
2 212 mg/ml avec un intervalle de variation de 2mg/ml, ces résultats sont obtenus en faisant
appel aun logicie qui est I'HEPER 32.

1.2.3.3. Mesuredel’ activité protéolytique

La mesure de I'activité protéolytique des extraits coagulants est fondée sur I'intensité de
la protéolyse des caséines camelines et bovines en solution sous I'action enzymatique de ces
extraits, cette derniére est déterminée par la méthode de GREEN et STACKPOOLE (1975)
(annexe 02).

Pour cela, on mesure la concentration en produits d hydrolyse des caséines solubles
dans de I’ acide trichloracétique (TCA) a 127. Le dosage des peptides solubles est effectué
selon la méthode préconisée par LOWRY et al (1951).

Les résultats s expriment en termes de concentration de tyrosine (ug/ml) d extrait
enzymatique (FEDERICI, 1982 cité par HAMRANI, 2008) par référence a une courbe étalon
établi & partir de concentrations croissantes en tyrosine, variant de 10 a 100 pg/ml et a 750nm
(figure 21).

1.2.3.3.1. Préparation du substrat caséinique

Les caséines bovines et camelines sont préparées selon la méthode de SHAMET et al
(1992) et WONGOH et a (1998) & partir du lait bovin et du lait camelin. Le lait est écrémé
par centrifugation a 3500xg pendant 20 min a 4 °C. Le pH est ensuite gjusté a 4,6 et 4,3,
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respectivement par gjout progressif d'HCI 4N. Aprés centrifugation a 3500xg pendant 15 min
a20°C, il y aformation d un précipité de casénes.

Ce dernier est dissout dans I'eau distillée, puis dialysés contre I'eau distillée a 4°C
pendant 48 a 72 heures, afin d’ @iminer les composés azotés non protéiques (NPN), le lactose
et les sels minéraux. Aprés la dialyse, les échantillons de proténes sont congelés a -20°C et
lyophilisés (figure 22). Les caséines lyophilisées sont solubilisées a 17 (p/v) dans du tampon
phosphate, pH 5,5.

1,2 -

y = 0,009x
R2 = 0,996

Densité optiquea 750 nm

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Concentration en tyrosine (pug/ml)

Figure 21 : Courbed’étalon du dosage des protéines par la méthode de LOWRY et al
(1951). Latyrosine est utilisée comme protéine de référence ; R2= coefficient de
corréation.

1.2.4. Les statistiques

L’analyse de la variance ANOVA au seuil de signification 5%, n’a révélée aucune
différence significative entre les activités coagul antes de différentes enzymes étudiée (annexe
03) en utilisant le logiciel STATISTICA.
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Lait

Ecrémage par centrifugation & 3500xg/20min/4°C

of ¥

Créme écartée .,
Lait écremé

¥

Précipitation (acidification a pH 4,6 pour less
caséines bovines et 4,3 pour les caséines
camelines avec du HCL, 4N)

4

Centrifugation a 3500xg/15min/20°C

Caséines Protéines sériques

I
S — H Lectos, otenon

sels... protéique, sels...

Dialyse contre H20 distillée/ 48h a +4°C

4

Congélation D

Lyophilisation B

Figure 22 : Protocole d’isolement des caséines et des protéines du lactosérum a partir du
lait bovin (SCHAMET et al, 1992) et du lait camelin (WONGOH et al, 1998).
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2. Réaultats et discussions

2.1. Rendement d’ extraction des enzymes coagulantes

La méthode d’ extraction de VALLE et FURET (1977) Appliquée sur les caillettes de
dromadaires non sevrés et adultes nous a permis d’ obtenir un rendement d’ extraction égale a
2,10% et 6,72% respectivement (tableau XII1). Avec la méme technique d extraction,
BOUDJENAH, (2012) a obtenu un rendement d’ extraction égal a 30 % a une température de
42°C en travaillant sur le méme type de caillette de dromadaire que celui utilisé dans notre

travail. Cette différence pourrait étre due aux conditions expérimental es.

Tableau X111 : Rendement d’ extraction pour les deux extraits issus des caillettes de
dromadaires (ECD) non sevrés (NS) et adulte (A).

Préparation enzymatique ECD NS ECD A
Poids dela caillette (g) 31,33 159,87
Poids del’extrait résultant (précipité) 0,66 10,76
en (g)

Rendement (%) 2,10 6,72

2.2. Caractérisation des extraits de caillette de dromadaire non sevrés (NS) et adultes

(A)

2.2.1. Mesuredel’activité coagulante et protéolytique

La mesure du temps de floculation selon la méhode de BERRIDGE (1945) modifiée
par COLLIN (1977) apermis de calculer I’ activité coagulante exprimée par le nombre d’ unité
présure (UP) (tableau X1V).

Nous avons utilisé la pepsine porcine (PEP) et la chymosine bovine recombinante

(CHY) comme témoin.

D’apres ALAIS e¢ MULTON (1963), la production d’ enzyme par caillette d’ agneau est

inversement proportionnelle a son poids.
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Tableau X1V : Concentration en proténes des extraits et leurs activité coagulante (UP)
et protéolytique.

ECD A ECD NS CHY PEP
Concentrations 0,9 09 09 0,9
(mg/ml)
Activités 1,26 0,95 5,40 5
coagulantes (UP)
Activités
protéol ytiques (CN 0,0298 0,0290 0,089 0,108
bovine)
Activités
protéolytiques (CN 0, 058 0,049 0,088 0,173
cameline)

* Ladifférence de moyenne est significative (p=0,00018).

Il ressort de ce tableau que I'activité coagulante (UP) varie d'un ECD a un autre.
L’ECD NS montre une activité coagulante (UP) de 0,95 qui est |égérement inférieure a celle
obtenue avec I'ECD A qui est de 1,26. La CHY présente une activité coagulante (UP) de 5,40
et la PEP montre une activité coagulante (UP) de 5. Nos résultats concordent bien avec ceux
apportés par SIBOUKEUR et al (2005), BOUDJENAH-HAROUN et al (2011) et
BOUDJENAH-HAROUN et a (2014) qui ont montré gque les extraits provenant de caillettes
de dromadaire &gés présentent une meilleure activité coagulante pour le lait camelin que ceux

provenant de jeunes dromadaires.

Suivant la méme méhode de mesure de I'activité coagulante, BOOUDJENAH-
HAROUN et al (2012) ont trouvé une activité coagulante (AC) de 0,41 avec une
concentration de 1,64 mg/ml pour une préparation enzymatique issue de caillette d'un
dromadaire adulte, alors qu'elle est de 0,135 pour |’ extrait issue de caillette de dromadaire

non sevré qui a une concentration de 1,26 mg/ml.

D’ aprés HESSAS (2001), le nombre d’ unités présure contenues dans le méme volume
d’extraits varie selon leur origine. L’'ECD NS et 'ECD A ont été préparés dans les mémes
conditions et ne différent que par I'’age du dromadaire dont ils proviennent, ce qui peut

expliquer I’ écart obtenu dans leur activité coagul ante.

D’une part, ECK et GILLIS (1997) et BROOME et HICKEY (1990) indiquent que la
chymosine est I’enzyme majeure responsable d’ au moins 85% de I’ activité coagulante totale

et la pepsine n’ assure que 20%.
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La mesure de I’ activité protéol ytique des extraits nous permet de caractériser le pouvoir
protéol ytique de chacun, par la mesure du taux de peptides issus de |” hydrolyse enzymatique
des caséines bovines et camelines par les deux préparations coagulantes (ECD NS, ECD A)

obtenu par la mesure de I’ absorbance a 750 nm.

D’ aprés le tableau X1V, I'activité protéolytique de la PEP sur les caséines bovines et
camelines est la plus importante, suivie par laCHY, ECD A et enfin I'ECD NS qui présente
I"activité protéolytique la plus faible. Cependant, I'activité protéolytique semble plus

importante sur les caséines camelines que sur les caséines bovines.

Il est arelever que I’ECD NS est caractérisé par une activité protéolytique relativement
faible sur les caséines camelines. Les deux extraits réagissent presque d'une maniere
identique vis-a-vis des caséines bovines et camelines. En revanche, la présure bovine est tres

protéol ytique envers le lait bovin.

Sur les caséines camelines, on a noté une plus grande activité protéolytique avec les
guatre extraits, cela laisse supposer qu'il y’'en a une plus grande hydrolyse des caséines avec
libération des acides aminés ainsi que des peptides de faible poids moléculaire avec I'ECD A
guavec I'ECD NS. Au cours de I'affinage du lait, en plus de |’ attague de la caséine Kk,

d’ autres sites comme la caséine aslet f sont susceptibles ala protéolyse.

Nos résultats ne concordent pas avec ceux trouvés par HESSAS (2001), SSBOUKEUR
et al (2005) e¢ BOUDJNAH-HAROUN et al (2014), qui ont montré gque I’ extrait gastrique
issu de caillette d'un dromadaire adulte est caractérisé par une activité moins importante

gu’ un extrait issu de caillette de dromadaire non sevré.

En industrie fromagére, on recherche toujours a ce que les enzymes coagulantes
utilisées aient une activité coagulante élevée et une activité protéolytique faible (RAMET,
1997), parce que une forte activité protéolytique est généraement indésirable car, s la
guantité de peptides libérés de cette hydrolyse enzymatique est élevée elle serait al’ origine du

dével oppement d’ amertume dans les fromages.
2.2.2. Lerapport activité coagulante/ activité protéolytique (AC/AP)
Le rapport de I'activité coagulante sur |’ activité protéolytique pour les préparations

enzymatiques représente I'indice d appreciation de la qualité des enzymes coagulantes. Sa
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mesure permet de déterminer |’ aptitude d’une préparation enzymatique a coaguler le lait et

nous renseigne également sur la qualité du produit fini.

Le rapport de I’ activité coagulante sur | activité protéol ytique mesurée sur les caséines

bovines et camelines est indiqué dans lafigure 23.

Rapport
AC/AP 60

50

40 -

30 -~

= CN BOVINE

20 - m CN CAMELINE

10

ECDA ECD NS CHY PEP
Extraits coagulants

Figure 23 : Rapport AC/AP pour les extraits coagulants.

Nous remarquons gue le rapport AC/AP est plus important dans le cas des caséines
bovines avec une vaeur plus éevée pour I'ECD A, CHY et PEP qu avec les caséines
camelines.

On constate que 'ECD A présente un meilleur rapport AC/AP que I'ECD NS,
contrairement a la CHY qui possede presque le méme rapport AC/AP avec la PEP dans les
deux types de caséines étudi ées.

Le rapport AC/AP dela CHYM et la PEP pour les casénes bovines est plus élevé que
celui des deux ECD.

D’ aprés FOX et al (2000) cité par HATTEM et al (2017), des extraits de caillettes de
dromadaire ont été utilisés pour coaguler le lait de vache avec succes. De plus, JENSEN et al
(2013) indiquent que la chymosine cameline recombinante présente une activité de
coagulation supérieure de 70% a celle de la chymosine bovine recombinante vis-a-vis du lait

bovin.
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L’ECD adultes présente le rapport activité coagul ante/activité protéolytique (AC/AP) le
plus élevé. Cette caractéristique fourni le choix de cet extrait pour la coagulation du lait de
chamelle car plus ce rapport est grand, plus I’enzyme est spécifique et les fromages obtenus
sont de haute qualité avec une fermeté désirable et aucune libération d’arome amers et avec
un bon rendement fromager ; tandis qu'un rapport AC/AP faible donne des rendements

fromagers réduits avec des fromages ayant des saveurs désagréabl es.
2.3. Lesfacteurs affectant |’ activité coagulantede|’ECD A et I'ECD NS
2.3. 1. Effet delatempérature sur I’activité coagulante des extraits coagulants

La température affecte fortement la coagulation et le temps de coagulation du lait
(DYBOWSKA et FUJIO, 1996 ; TROCH et al, 2017).

La détermination de la température optimale d’ activité des ECD A, ECD NS, PEP et de
la CHY a été réalisée en mesurant le temps de floculation a différentes températures du lait
standard alant de 20 a 65°C (figure 24, 25).
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Figure 24 : Influence de latempérature sur I’ activité coagulante del’ECD A et
I’ECD NS.

Il ressort de la figure que I'activité des ECD varie avec la température et que cette
activité est a son optimum vers 60°C pour les deux extraits I'ECD A et I'ECD NS. En effet,
quelque soit la température, I'ECD A donne la meilleure activité coagulante par rapport a
I’ECD NS.

46



Résultats et discussions

L’ activité coagulante augmente progressivement a des températures alant de 20°C a
60°C pour les deux extraits enzymatiques ECD A, e ECD NS. A 20°C, on a I'activité
coagul ante est trés faible.

La melilleure activité coagulante pour I'ECD A et I'ECD NS est obtenue a 60°C. Au
dela de ces valeurs, I’ activité baisse pour les deux extraits et fini par s annuler a65°C. A cette

température, les enzymes coagulantes présentes dans | es extraits sont dénaturées.

Des résultats similaires sont signalés par RAMET (1993) montrent |’ existence d’ une
relation quasi linéaire entre la température et |’ activité des préparations coagulantes, dans
I'intervalle de température de 25-40°C. NAJERA et al. (2003) et CHAZARRA et al. (2007)
rapportent le méme résultat dans un intervalle de 20- 40°C.
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Figure 25 : Influence de la température sur I'activité coagulante dela PEP et la
CHY.

D’ apres lafigure 26, le comportement de la PEP et de la CHY présente une différence.
En effet quelque soit la température la CHY donne une meilleure activité coagulante par

rapport ala PEP.

Pour la PEP, a des températures de 20°C a 45°C |’activité coagulante augmente
progressivement. La meilleure activité coagulante est obtenue a la température de 45°C, au

dela de cette valeur I’ activité baisse.
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Par contre pour la CHY, a des températures allant de 20°C a 60°C I’ activité coagulante
augmente progressivement. La meilleure activité est obtenue & 60°C, au dela de cette valeur

y'auraune diminution de I’ activité.

Comparativement a la présure bovine, les ECD A et NS semblent renfermer des
enzymes coagulantes présentant une thermostabilité accrue. Celle-ci serait due a la structure

de ces enzymes et lesliaisons qui en existent.

Selon NOUANI et al (2011), la température optimale de la pepsine purifiée de poulet
est de 40°C. L’enzyme est totalement inactive a une température du lait égale a 55°C.
HAMIDI et al (2015) ont réalisé la coagulation du lait de chamelle par I’ extrait enzymatique
issu de la couche de kaolin du gésier de poulet. Cet extrait avait une température optimale de
42°C.

Le maximum de I’ activité coagulante est enregistré a la température de 65°C pour les
protéases acides de Bacillus sphaericus (EL BENDARY et al. 2007) et de Thermomucor
indicae-seudaticae (MERHEB-DINI et al. 2010).

Une enzyme coagul ante microbienne isolée a partir d’une culture de Bacillus cereus a
été étudiée par MELACHOURIS et TUCKEY (1968). La vitesse maximale de coagulation de
celle-ci a éé obtenue a 75-80°C.

D’ aprés ROGELI et al (2001), la présure bovine et la chymosine de veau recombinante
ont un optimum d'activité coagulante & une température de 45°C contre 40°C pour la

chymosine d’ agneau recombinante.

Les enzymes coagulantes provenant de microorganismes ains que de veégétaux
semblent avoir la thérmostabilité la plus importante par rapport a celles issus d autres
organismes.

Toutefois, il faut noter que |’ effet de la température résulte de la conjugaison de deux
effets, I’ un sur laréaction enzymatique, |” autre sur la phase secondaire de la coagul ation et qui
correspond a I’ éape d’ agrégation. En effet, la coagulation du lait ne peut avoir lieu qu’a des
températures supérieures ou égales a 18 °C. Cela est due a I'importance des interactions

hydrophobes dans |” agrégation des micelles hydrolysées (LUCEY, 2002).
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En fromagerie, I’ effet favorable de latempérature sur |’ activité coagulante des enzymes
peut é&re mis en profit lorsque les conditions de coagulation le permettent. Ce qui permet de
réduire la quantité d’ enzyme ajoutée et par conséquent de réduire toute activité protéolytique

ultérieure.
2.3.2. Effet dela stabilité thermique sur |’ activité coagulante des extraits coagulant

L’ étude de la stabilité thermique montre que toutes les enzymes sont trés sensibles a la
température. La perte de I’ activité enzymatique est en fonction du temps d’ incubation et de la

température du milieu réactionnel.

Lafigure 26 met en évidence la stabilité thermique des ECD A, ECD NS, pepsine et de
la chymosine a 50°C en fonction du temps.
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Figure 26 : Influence de la stabilité thermique sur les extraits coagulants ECD A,
ECD NS, PEP et CHY a50°C en fonction du temps.

D’ apres la figure27, a une température de 50°C, les deux extraits coagulants issus de
dromadaire adulte et non sevré montrent une perte dactivité de 30 % aprés 30 min
d'incubation. Aprés 60 min d’incubation I’ activité coagulante est stable au aentour de 0,5 UP
pour les deux extraits ECD A et ECD NS.

Pendant les premieres 30 min, la pepsine a monté plus de stabilité ou I'activité

coagulante était d’environ 3,5 UP. Aprés 45min d'incubation la pepsine montre une perte
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d activité de 28%. Par contre la CHY présente une augmentation de son activité apres 60 min

d’incubation, ou I’ activité coagulante est d’ Environ 4,3 UP.

BENYOUCEF et al. 2016 ont montré que I’ activité coagulante de la protéase de
Penicilium sp est thermiquement stable jusgu’a une température de 40°C et 35°C pour la
présure. Au-dela de cette température, une diminution de I’'activité est notée jusqu’'a
I"inhibition totale a 50°C pour la présure et a 60°C pour I’ extrait fongique, due probablement

a ladénaturation de la structure moléculaire de la protéine.

Lafigure 27 met en évidence la stabilité thermique des ECD A, ECD NS, PEP et de la
CHY a55°C en fonction du temps.
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Figure 27 : Influence de la stabilité thermique sur les extraits coagulants ECD A,
ECD NS, PEP et CHY a55°C en fonction du temps.

Lafigure 28 montre que |’ activité coagul ante des extraits coagulants ECD A et ECD NS
a 50°C est thermiquement stable pendant les premiéeres 30 min d’incubation, mais aprés 60

min d’'incubation I’ activité des deux extraits coagulants diminue.

La CHY présente une activité coagul ante stable apres 30 min d’incubation, mais apres

60 min elle montre une perte d’ activité d’ environ 15%.
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Apres 30 min d’incubation, la pepsine montre une perte d’ activité d’ environ 23% et de
90% apres 60 min. Des résultats différents ont été obtenus pour les protéases acides d’ autres
origines. KUMAR et al. (2005) signalent une perte d’ activité de 62% a la méme température

au bout de 60 min pour la protéase acide de Rhizopus oryzae.

FERNANI, 2002 en étudiant I'extrait coagulant des graines de melon a noté une
stabilité thermique entre 30 °C et 55°C aprés 30 minutes d’ exposition. MATOUB (2000) et
BELHAMICHE (2005) ont indiqué une stabilité thermique dans I’intervalle de température
compris entre 30 °C et 50 °C, respectivement, pour la coagulase produite par une souche
locale de Bacillus subtilis sélectionnée et |a coagulase produite a partir de la souche de Mucor

pusillus.

Lafigure 28 met en évidence la stabilité thermique des ECD A, ECD NS, PEF et de la
CHY a60°C en fonction du temps.
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Figure 28 : Influence dela stabilité thermique sur les extraits coagulantsECD A,
ECD NS, PEP et CHY a 60°C en fonction du temps.

La figure 28 montre qu’une diminution de I’ activité coagulante des extraits coagul ants
ECD A, ECD NS et de la CHY est notée jusqu’a I'inhibition totale a 60°C apres 60 min

d’incubation, due probablement ala dénaturation de la structure moléculaire de la protéine.
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NOUANI, 2009 a constaté que la présure et la pepsine purifiée de limon sont
complétement dénaturées a une température égale a 55 °C, par contre, la dénaturation de
I’enzyme de poulet alieu &4 60°C.

Quand la température s éléve au-dessus de 50°C, la dénaturation de la présure devient
sensible, les protéases fongiques sont plus résistants au chauffage ce qui explique que la
température optimale de la coagulation soit plus élevée (ALAIS, 1984). Effectivement, les
travaux de SOMKUTI et BABEL (1968) et ceux de PREETHA et BOOPATHY (1997), ont
indiqué une température d’'inactivation de 65°C pour la coagulation du genre Mucor. En
revanche, I'inactivation thermique de la protéase de Rhizopus Oryzae, rapportée par
(KUMAR et al. 2004) alieua72°C.

Auparavant, GUERARD (1987), en caractérisant la pepsine de la roussette fait
remarguer que la faible résistance thermique de la pepsine coagulante, comparativement a la
Chymosine dune part et a certaines protéases fongiques dautre part, peut permettre
d'envisager une inactivation thermique des enzymes aprés formation du coagulum et prévenir
ains les défauts engendres lors de I’ affinage des fromages. Ces propriétés permettent donc
d'envisager, sous certaines conditions, une utilisation de cette enzyme en industrie fromagere.

L’ étude de la stabilité au cours de la conservation a été réalisée.
2.3.3. Effet du pH des extraits coagulants et la pepsine sur |’ activité coagulante

Les études montrent que I’ activité enzymatique dépend du pH de la solution tampon

utilisée. La solution tampon représente une situation idéale pour I’ enzyme en général.

L’ influence du pH des extraits coagulants (ECD A, ECD NS) et la PEP sur I’ activité

coagulante du lait est illustrée dans lafigure 29.

D’ aprés nos résultats, I’ activité optimale est révélée a pH 2,2 (1,63 UP pour ECD A
contre 1,16 UP pour ECD NS), au-dela de cette valeur, |’ activité coagulante diminue jusqu'a
atteindre, apH 7,6, une activité de 0,30UP et 0,21 UP respectivement pour les ECDA et ECD
NS.

On a constaté que la PEP une activité de 1,50 UP obtenue a pH 2,2, a partir de cette
valeur y’a une légere diminution d’ activité. A pH 5, on note une activité optimale de 1,96 UP
comme celle rapporté par BELHAMICHE (2005) pour la protéase fongique Mucor pusillus
au pH égal a5. En éloignant de ce pH, I’ activité baisse jusqu’ a atteindre 0, 33UP apH de 7,6.
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Nos résultats ne concordent pas avec ceux rapportés par BOUJENAH-HAROUN et al
(2011) qui ont montré un optimum d’ activité au pH égal a 5,8-6 pour les extraits coagulants
issus de caillette de dromadaires adulte.
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Figure29: Influencedu pH del’ECD A, ECD NS et PEP sur I’activité coagulante.

La pepsine porcine est tés sensible a I’augmentation de pH et son activité diminue
considérablement a partir du pH 6,5 comparée a celle de la présure (ERNSTROM et
WONGGT, 1983) et ¢’ est laraison pour laguelle la pepsine porcine est employée en mélange
avec laprésure.

MORSLI, (1997) a montré que la cynarase de I’ artichaut et la ficine de latex de figuier
présentent une bonne activité coagulante jusqu'a pH 6,6 par contre, MOUZALI (2001)

indique un pH potimum d’ action égal a 5,2 pour I’ extrait brut de cardon.

L’influence de I’ acidification sur le temps de floculation résulte d’une part d’un effet
sur I’ activité de I’ enzyme et d’ autre part sur la réaction d’ agrégation par suit de la diminution
de la stabilité des micelles, lié a la neutralisation des charges négative et la libération d’ions
de calcium a partir de complexes dissous et colloidaux (RAMET, 1997).
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Sedon LENOIR et al (2006), les enzymes coagul antes d’ origine animale sont inactivées
apH supérieur a7.

ROPOSO et al, (2008) ont trouvé une activité coagulante optimale a pH 5,5 pour la
protéase centaurea calciptrapa. KUMAR et al, (2005) ont trouvé la méme valeur pour la

protéase Rhizopus oryzaee.

Selon RAMET (1985), les enzymes coagulantes de fromagerie sont des protéases a
caractéere acide (pHi proche de 5,5) et que la caséne Kappa présente un maximum de stabilité
dans|’intervalle de pH (5-6).

Un changement du pH affecte profondément les propriétés fonctionnelles de fromage
(NOEL et LEFIER, 1991). Ces changements dans les propriétés des fromages se produisent
guand le pH passe de 5.4 a 4.9. Cette baisse de pH résulte de plusieurs facteurs, y compris la
solubilisation de la majeure partie du phosphate de calcium colloidal (MEHMET AK, 2003).

2.3.4. Effet dela concentration en CaCl2 sur I’activité coagulante des extraits coagulants

D’aprés LENOIR, (1985), I'ion calcium est un activateur des protéases, il est donc
indispensable pour la coagulation du lait en associant ainsi les micelles des caséines afin de
former un gel plus ferme. Cette coagulation se produit par |’ agrégation des molécules en

présence du calcium apres hydrolyse de la caséine k par la protéase coagul ase.

L’ évauation de I’activité coagulante sur le substrat standard par les quatre extraits
enzymatiques étudiés (ECD A, ECD NS, CHY et PEP) en fonction de la concentration en
CaCl, est montrée par lafigure 30.

La présure a un optimum d’ activité, selon NOUANI et al, (2011), a 0,04M de CaCl>.
Les mémes auteurs indiquent que la protéase coagulante extraite a partir de proventicule de
poulet (GALLUS GALLUS) possede une meilleure activité a 0,02M.

D'apres GORDIN et ROSENTHAL (1977), I’ activité coagulante enzymatique dépend
de la concentration du CaCl,. Ce facteur, a des concentrations éevées, réduit le temps de

coagulation et par conséquent augmente significativement I’ activité coagulante.
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Figure 30 : Influence de la concentration en CaClz sur |’ activité coagulantede|’ECD A,
ECD NS, CHYM et PEP.

Nous remarquons que |’ allure de la courbe est similaire pour les deux enzymes ECD A
et ECD NS ains que pour la PEP. ECD A et la PEP représentent des activités coagulantes
plus importantes par rapport al’ECD NS pour les concentrations en allant de 0,02M a 0,07M.
A 0,04M, I" activité coagulante est similaire entre les deux ECD. Pour la CHY, €elle représente
des activités coagulantes les plus importante par rapports a nos extraits éudiés pour les

concentrations en CaCl, en allant de 0,01 a0, 07.

L’ optimum d’ activité pour les deux ECD est obtenu avec une concentration en CaCl, de
0,07M, avec une meilleure activité obtenue avec I'ECD A, aors que I’ optimum d' activité
pour |la PEP est obtenu a une concentration en CaCl> de 0,07M. La CHY donne une meilleure
activité coagulante a une concentration en CaCl> de 0,07M, donc cette concentration est

considérée comme éant son optimum d’ activité.

On observe également que I’ éévation de la concentration en CaClz est accompagnée de
I”augmentation de I’ activité coagulante sauf aux concentrations de 0,01 et 0,02 pour tous les
extraits. En effet, de nombreux travaux montrent qu’un enrichissement en calcium ionique
entraine un raccourcissement du temps de floculation et donc une éévation de I’ activité
coagulante (RAMET ET WEBER, 1980).

Selon NAJERA et al, (2003), I’ addition du CaCl> réduit le pH du lait et donc accélére la

réaction de |’ hydrolyse. La phase secondaire semble également étre influencée par la teneur
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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
tres basse hydrolyse de la caséine Kappa. Aussi, |’ addition du calcium augmente la fermeté du
gel présure, et ce principalement par la neutralisation de la charge négative de la surface des
micelles et probablement par laformation de ponts calciques.

L’addition de forte concentration de CaClz (>0,1M) réduit la fermeté du gel présure
probablement par I’ 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 Cat++ augmente. Il apparait que le
déplacement du calcium phosphate colloidal conduit a la rupture de la structure micellaire et

d’ou son incapacité alaformation du gel.

Les concentrations habituellement utilisées en technologie fromagéere se situent dans
I'intervalle de 0,01 a 0,02M de CaCl,, I’ extrait purifié de Bacillus mojavensis a une meilleure
activité a cette concentration, ce qui permet leur utilisation dans ces conditions. L’influence
de calcium sur |" activité coagulante de |’ extrait enzymatique a été étudiée en faisant varier sa

concentration dans e lait de 0,005 a0,1 M.

2.4. Les parametres cinétiques des extraits coagulants

Les représentations graphiques (figure 31, 32) des vitesses d' hydrolyses des ECD A et
ECD NS en fonction des concentrations de caséine bovine et cameline ainsi que les vitesses
de la CHY et PEP gu'on a utilise comme témoin (annexe 04) présentent une alure
michaélienne indiquant qu’il s agit d’enzymes monomeériques. Ces résultats sont similaires a
ceux décrits par KUMAR et al (2005) qui ont obtenu une cinétique hyperbolique pour la
protéase acide de R. oryzae.
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Figure 31 : Effet dela concentration des caséines camelines (a) et des caséines bovines
(b) sur 'ECD A.

La représentation de Lineweaver et Burk (figure 33, 34) a permis d obtenir des
constantes de Michaelis (Km) de 5,816 uM et 9,539 uM et des vitesses maximales (Vmax) de
69,76 uM/min et 84,34 uM /min pour I’ECD A et I'ECD NS respectivement dansle casou le
substrat est les caséines camelines. Dans le cas ou notre substrat est les caséines bovines, on a
obtenue des constantes de Michaelis (Km) de 11,86 uM et 23,8 uM et des vitesses
maximales (Vmax) de 246,7 uM /min et 749,9 uM /min pour 'ECD A et 'ECD NS

respectivement.

D’ aprés nos résultats, on constate que laKm de I’ECD A et I'ECD NS dans le cas des

caséines bovines est 2 fois plus grande gque celle obtenue avec les caséines camelines.

On observe également que laKm de I’ECD NS est supérieure acelle de’ECD A dans
les deux cas (bovine et cameline).
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Figure 32 : Effet de la concentration des caséines camelines (a) et des caséines bovines
(b) sur I'ECD NS.

Il est connu que Km est une mesure de I’ affinité de I’ enzyme envers le substrat, ou elle
est inversement proportionnelle a I’ affinité, plus Km est petite plus I’enzyme a une grande
affinité pour le substrat, donc lafaible valeur de Km indique une grande affinité de I’'ECD A
pour la caséine bovine ains que la caséine cameline par rapport aux résultats obtenus par
d’ autres auteurs pour la protéase aspartique de R. oryzae en utilisant le lait écrémé comme
substrat (KUMAR et al, 2005).

Nous remarquons que la Vmax de I’ECD A pour la caséine bovine est trois fois plus
grandes que celle de I’'ECD A pour les caséines cameline, et la Vmax de I’ECD NS pour les
caséines bovine est huit fois plus élevée que celle de I'ECD NS dans le cas des caséines

cameline.

Par ailleurs, ces valeurs élevées de Vmax des deux protéases indiquent leur efficacité
catalytique. Un résultat similaire est aussi noté par VISHWANATHA et al (2009) concernant

laprotéase acide d' A. oryzae

Concernant I’ é&ude des paramétres cinétiques de la CHY et PEP, la représentation de
Lineweaver et Burk (annexe 05) nous a donner des Km de 17,76 uM et 109,1 uM et des
Vmax de 302,7 uM/min et 1,437e03 uM/min respectivement en utilisant les caséne

cameline comme substrat. On a également employé les caséines bovines, on a obtenue des
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Km de 0,5668 uM et 25,82 uM et des Vmax de 386,3 uM/min et 787,7 uM/min pour la CHY
et PEP respectivement.

Les Km de la CHY et PEP pour les caséines bovines sont négligeables par rapport a
celles obtenues avec les caséines camelines, cela indique que ces protéases représentent une
grande affinité aux caséines bovines que les caséines camelines. Les Vmax de la PEP sont

supérieurs acellesdela CHY pour les deux substrats différents.

Lacardosine A (protéase aspartique de Cynara cardunculus L) sest avérée similaireala
chymosine, en termes de parameétres cinétiques et de spécificité, par clivage de la méme
liaison peptidique (Phel05-Met106) de lak-caséine (CAVALLI et al, 2013).

La chymosine cameline recombinante posséde une double affinité alak casénes et une
efficacité catalytique trois fois supérieure a celle de la chymosine bovine recombinante
(KAPPELER et al, 2006).
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Figure33: La Ciné&iquedel’ECD A sur les caséines camelines (a) et sur les caséines bovines (b)
selon lareprésentation de Lineweaver-Burk.
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Figure 34 : la Cinétiquedel’ECD NS sur les casénes camelines (a) et sur lescaséines
bovines (b) selon la représentation de Lineweaver-Burk.
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En industrie fromagere, I'utilisation des enzymes coagulante est une étape
prépondérante qui conditionne pour une grande part I’ obtention d’ un produit dérivé répondant
aux caractéristiques recherchées.

En premier lieu, nous avons effectué I’ extraction des enzymes coagulantes a partir de
caillettes d'un dromadaire non sevré (12mois) et d un autre adulte (8ans) en adoptant un

protocole d'isolement approprié.

On a obtenue deux préparations coagulantes brutes (ECD NS et ECD A). Ces deux

derniers avaient une teneur en protéines égale a0,9 mg/ml.

Ces préparations enzymatiques ainsi que nos témoins (PEP et CHY) ont éé
caractérisées par la suite par la mesure de leur activité coagulante ainsi que protéol ytique, les
résultats ont montés gque ont tous un bon pouvoir coagulant avec une meilleure aptitude a
coaguler le lait standard pour I'ECD A et la CHY. L’activité protéolytique évaluée sur les
caséines bovines et cameline était plusfaible avec I’'ECD NS que L’ECD A, notant un niveau

de protéolyse plus élevé sur les caséines camelines.

La déermination du rapport de |’ activité coagulante sur |’ activité protéolytique arévélé
gue les ECD sont meilleurs sur les caséines bovines que les casénes cameline et que I’ ECD A
présente le rapport activité coagul ante/activité protéolytique plus élevé pour une macération

réalisée a40°C avec gout d acide chlorhydrique & 0,2M.

La mesure de I'activité coagulante aux différentes conditions de température, de
stabilité thermique, de pH et de concentration en CaCl2, affirme que I’ activité optimale est
atteinte en utilisant ces extraits a une température de 60°C, Par ailleurs, ces deux enzymes
EDC A et ECD NS sont caractérisés par une activité coagulante relativement stable a 50°C et
a55°C, d' un pH optimal de 2,2 et d’ une concentration de CaCl, égale a 0,07M.

Parmi les deux substrats testés sur les extraits: les caséines bovines et les caséines
camelines. L’étude cinétique enzymatique selon Lineweaver et Burk a donné des vitesses
maximales (Vmax) de 246,7 uM /min et 749,9 uM /min et des constantes michaeliénnes
(Km) de 11,86 uM et 23,8 uM pour 'ECD A et I'ECD NS respectivement. La forme
hyperbolique des deux courbes de cinétiques indique que ces enzymes sont de nature

michaélienne et donc monomérique.
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L’amélioration des aptitudes a la coagulation du lait camelin permettent d entrevoir des

perspectives intéressantes :

*L’incorporation de ces extraits dans la fabrication du fromage en utilisant le lait
camelin, bovin et le méange des deux a différentes proportions. Les fromages obtenus seront

evalués selon le plan de leurs rendements et leurs qualités organol eptiques.
*Lapurification de |’ enzyme.
*Un contr6le é éctro-phorétique.

*Utilisation d'un lait camelin pour effectuer la méme étude, et les résultats seront

comparés a ceux obtenus avec le lait bovin.
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Annexe 1 : Détermination delateneur en protéinespar laméthode de LOWRY et al

(1951).
1. Solutions

Solution alcaline A

-Soude 0,1N....

-Carbonate de sodium anhydre (Na2CO3).......ovveine i e

Solution cuivrique B

~CUSO4, 5H20 (0,1 G20 MUY vt e e

-Tartrate double de Naet K (0,2 0/20ml)....c..oveieiiiiiiiii e,

Solution C

FOO UL ON A . e

COOIULI ON B .o e

Solution mére de BSA

Gamme étalon

cevenee... 100 ML

29

L2ml

2mi

.100 ml

2ml

.5mg

.50 ml

A partir de la solution mere de BSA, des dilutions sont préparées suivant |e tableau ci-

dessous :

Concentration
en BSA 0

(ug/ml)

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Solution mére 0
de BSA (ul)

100

150

200

250

300

350

400

450

500

Eau distillée | 500
(uh)

400

350

300

250

200

150

100

50




2. Méthode

-1ml d’ échantillon contenant 50 pg de protéine maximum ;
-gjouter 2,5 ml de lasolution C et mélanger ;

-laisser 10 min atempérature ambiante ;

-gjouter 250 pl ml deréactif de Folin-Ciocalteu ;

-laisser 30 min al’ obscurité et ;

-lirelaDO a 750nm.

3. Expression desrésultats

Une courbe étalon est tracée en portant sur |’axe des abscisses, les concentrations en
BSA des dilutions (gamme étalon) préalablement préparées et sur |’ axe des ordonnés, les DO
mesurées respectivement pour chaque dilution.

La concentration en protéine inconnue X, est déterminée en portant la valeur de la DO

correspondante sur |’ axe des ordonnés qui est ensuite projetée sur I’ axe des abscisses.

Annexe 2: Mesuredel’ activité protéolytique par la méthode de GREEN et
STACKPOOLE (1975).

1. Préparation dela solution tampon phosphate

Solution A : phosphate mono potassique
9,07 g/l (KH2 PO4).

Solution B : phosphate dissodique

11,86 g/l (Na2HPO4, 2H20).

Pour avoir une solution tampon a pH= 5,5 mélanger :
97,3 ml de A + (100-97,3) de B.



2. Condition d"hydrolyse

1,250 ml de la solution de caséine a 2% dans 0,125 ml du tampon phosphate (pH= 5,5)
est additionné a 0,5 ml d’ extrait enzymatique dilué. Le mélange réactionnel ainsi préparé est
incubé pendant 1h a40°C.

Apres incubation, la réaction enzymatique est arrétée par addition de 2,5 ml de solution
trichloacétique (TCA) a 12% (P/V). Apres 20 minutes de repos dans de I'eau froide, il se
forme un précipité blanc que I’ on sépare par centrifugation a 3500g pendant 8 minutes a 4°C.

3. Préparation del’échantillon

A 0,5 ml defiltrat (surnageant obtenu) sont additionnés 2,5 ml de la solution C et bien
mélangé al’aide d’ un vortex bien pendant 10 minutes. Dans chaque tube, on gjoute 250 pl de
réactif Folin-ciocalteu et on agite immeédiatement. On laisse a1’ obscurité pendant 30minutes.

4. Préparation du témoin

A 1,250 ml de la solution caséinique a 2% sont additionnés 2,5 ml de TCA a 12% (pour
arréter laréaction enzymatique) puis 0,5 ml de I’ extrait enzymatique dilué. Le mélange ainsi

prépare est traité de la méme fagon que précédemment.

5. Courbe étalon detyrosine

Solution éalon : tyrosine araison de 100ug/ml dans une solution tampon phosphate.

Gamme étalon : des solutions diluées de concentrations croissantes ; 20, 30, 40, 50, 60, 70,

80, 90, 100 pg/ml sont préparées a partir de la solution étalon.

Dosage : méthode de LOWRY (annexe).



Annexe 3 : Etude statistique appliquant I'’ANOVA pour larévéation d’une différence
significative de !’ activité coagulante entre les différents échantillons en utilisant le
logiciel STATISTICA.

Pour mettre en évidence la présence d'une différence significative de I'activité
coagulante entre les échantillons étudiés, on suit quelques étapes qui sont les suivantes :
-détermination des variables (qualitative : les quatre échantillons, quantitative : AC) ;

-un test de normalité est appliqué, en utilisant Ks ou Shapiro ou la Pvalue (valeur de
probabilté) doit étre >5% ;

-Pvalue > 5%, donc on applique les tests paramétriques : ANOVA a un seul facteur (vu que
on possede plusieurs échantillons pour une seule variable qualitative) ;

-deux hypothéses sont supposées HO ou I’ activité est la méme pour tous les échantillons et
une H1 ou ces derniéres sont différentes de I’ échantillon a un autre.

-HO est rejetée, donc les activités sont différentes, ce qui confirme qu'y a une différence

significative.



Annexe 4 ;: Effet dela concentration des caséines bovines et les caséines camelines sur la
CHY et PEP respectivement.
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Annexe 5: Dé&ermination des parameétres cinétiquesdela CHY et la PEP pour les
caséines bovines et camelines respectivement selon la représentation de Lineweaver-Burk.
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