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Résumé

Depuis I'Antiquité, on utilise des extraits de lgdds de jeunes veaux, de chevreaux ou
d'agneaux dans la fabrication du fromage. parsictegulants les plus utiliser on trouve la
présure de veau, qui contient principalement ddhjanosine, qui est la principale enzyme de
coagulation du lait a faible activité protéolytiquppartenant au groupe de protéases
aspartiques et des quantités faibles et variatdegepsine .Aprés une pénurie mondiale de
caillette de jeunes veaux au milieu du 20e siéediférents substituts de présure ont été
développés. Parmi celles-ci figuraient la présugebdvin adulte, un extrait dominé par la
pepsine de la caillette de bovins adultes, difflagprotéases d'origine fongique telles que
celles deRhizomucor miehei Rhizomucor pusillus,Cryphonecpr@aasiticget microbiens
telles queBacillus licheniformis Bl 312, Bacillus amyloligaefens GSBa-tles coagulants
végétales tels qu€.cardunculus, Calotropis procerat plus récemment, la chymosine
produite par fermentation dans des micro-organismedifiés via la technologie de I' ADN
recombinant .en raison des couts élevés de langréswine, les succédanés sont actuellement
beaucoup utiliser au niveau des filieres laitigresr la fabrication des dérivés de lait tels que

les fromages et les yaourts .

Mots clés: présure, Chymosine, pepsine, Activité coagulaSeccédanés de présure,

fromage.



Sammury

Since ancient times, extracts from the rennet ahgocalves, kids or lambs have been used in
cheese making. Among the most commonly used coatgukacalf rennet, which contains
mainly chymosin, the main milk coagulating enzymthvow proteolytic activity belonging
to the aspartic protease group, and small andharamounts of pepsin. After a worldwide
shortage of rennet from young calves in the middlihe 20th century, various rennet
substitutes were developed. These included aduihbaennet, a pepsin-dominated extract
from adult bovine abomasum, various proteasesrajdliorigin such as Rhizomucor miehei,
Rhizomucor pusillus, Cryphonectria parasitica, amcrobial such as Bacillus licheniformis
Bl 312, Bacillus amyloliquefaciens GSBa-1, vegetatdagulants such as C. cardunculus,
Calotropis procera and more recently, chymosin gpeced by fermentation in modified
microorganisms via recombinant DNA technology. Duéhe high cost of bovine rennet,
substitutes are currently widely used in the dandustry for the manufacture of milk
derivatives such as cheese and yoghurt.

Key words: rennet, chymosine, pepsin, coagulant activityne¢isubstitutes, cheese.




Introduction générale

La coagulation du lait est la principale étapdad&abrication du fromage et peut étre
réalisée par un certain nombre d'enzymes protéolgs provenant de diverses sources, telles
gue différentes espéces animales, des protéinasesbiannes et des protéinases extraites de
fruits et de plantes. La présure de veau resteyiea la plus utilisée dans la fabrication du
fromage. Cependant, 'augmentation de la consoromalé fromage et la pénurie mondiale

de présure de veau ont encouragé la rechercheed amgiagulants du lait.

La coagulation du lait par une enzyme caseinalgtigst une étape cruciale dans la
fabrication de la plupart des types de produitield notamment le fromage. L'enzyme
traditionnelle et la plus couramment utilisée dBinglustrie laitiere a cette fin est la présure

de veau, dérivée du quatrieme estomac d'un jeume ve

Cependant, en raison de l'augmentation continué dmnsommation mondiale de
produits dérivés de lait, la présure de veau masten mesure de répondre aux demandes

croissantes de la production de produits laitiers.

Cette pénurie mondiale a fait que différents sdanées de présure ont été
développés parmi ceux les coagulants d’origine tedgé microbienne ou encore la plus

récente la chymosine produite par fermentation (FPC

L'étape initiale de la fabrication de la plupadsdvariétés de fromage implique
I'hydrolyse enzymatique de l'une des protéines ait) la x-caséine sous l'action de la
présure. Au cours de la phase primairex-leaséine est clivée par la présure au niveau de

la liaison Phé® Met 1°¢

Dans notre étude, nous allons développez legrdiffes présures qui se trouvent
actuellement sur le marché issues de divers osgitédeur utilisation au niveau des filaires

laitieres.




l. Généralités sur la présure

1.1. Historique sur la présure

En Mésopotamie, 7000 ans av .J.-C (peut étre 12809 selon les récentes
découvertes), le premier homme devenu fromagesp@atait du lait dans une vessie de
ruminant pour office de sac, qui sous I'effet dmps et de la chaleur gélifia. L’'abomasum,
véritable estomac, contient naturellement deux gymbenzymes, la chymosine (du
greckhumas qui signifie jus ou humeur) et la pepsine (ducgrepsisqui signifie digérer),
responsables de la gélification du lait (ROSET, 201

Les civilisations grecques et romaines mentionaemavers différents écrits la notion
de fromages. Ces écrits rapportent le procédé ligcédion de fromages avec ['utilisation
d’'une présure d’origine animale, de veau ou de rehanais aussi d’origine végétale comme

le chardon.

C'est vers 1000 ans apr. J.-C. que l'on peutesites débuts de la production
fromagere et de sa commercialisation (Kindstedi122. En Europe, l'art artisanal fromager
et le transfert de la connaissance se développmiiablement au Xle siécle dans des
monastéres, ou des noms de fromages, aujourd’hodimement connus, furent créés comme

'Emmental, le Gouda, 'Edam ou encore des fromatjss« bleus » comme le Roquefort.

Face a I'empirisme, la science patrticipe de pluples, a partir de 1800, a la connaissance
des mécanismes microbiologiques, chimiques et inmhogigues par le traitement de sujets
pharmacologiques et agricoles (Pasteur, Metchnikiebig...).

En 1840, en France, le pharmacien Deschamps tEcptopriétés enzymatiques de la
présure et participe ainsi a la renaissance duetehymmosine, principe actif provenant de la

caillette de veau.

Face a l'instabilité de l'utilisation de caillettele veau destinées a la préparation de
présures, c’'est en 1874 que Christian Ditlev AmmgntHansen initie les débuts de la
standardisation des présures animales et le désdrdindustrialisation.




La présure (EC 3.4.23.4), une protéase aspartiggtelenzyme clé utilisée dans le

processus de production du fromage. La présurejauéle important pendant la maturation




du fromage, qui est un processus vital et compfexar le développement equilibré de la
saveur et de la texture (Laat al, 2010).

La présure de veau a été la premiére qui contierl chymosine comme principal
composant enzymatique. Elle a été la préparatiagneatique de coagulation du lait la plus
largement utilisée. (Law e, 2010).

1.2. Enzymes coagulantes

Une enzyme est une substance organique produitdesacellules vivantes. Elle agit
comme catalyseur dans une réaction chimique et oesistituée de polypeptides
((PALASHOFF et MELISSA, 2008).

Les coagulants identifiés appartiennent a unellamppelée protéase aspartique (EC 3.4.23),
et endopeptidases a cystéines (EC 3.4.22). Callasogis concernent le plus sont : la pepsine
A (EC3.4.23.1) et B (EC 3.4.23.3), la chymosineC&4.23.4), la mucorpepsine
(EC 3.4.23.23) ou encore endothiapepsine (EC 32R23(PALASHOFF et MELISSA,
2008).

Une enzyme coagulante destinée a la productiomagere possede la propriété
d’hydrolyser les caséines laitieres. La coagulatiepose sur le clivage spécifigue de la
caséine Kappa, la liaison Phe (105) et Met (10@ndune autre mesure, une enzyme
coagulante participe plus ou moins au clivage desioes et aS1 (CREAMER, 1971 ;
KAMINOGAWA et al, 1975).

Le terme de présure est réservé en France adarprénimale. C’est I'agent coagulant
traditionnel par excellence, utilisé depuis la migis temps pour la fabrication de fromages. La
présure est extraite de la calillette, quatriemeh@ode l'estomac de jeunes bovidés
préruminants. Elle est constituée de deux enzymiesipales, la chymosine et la pepsine,
dont la proportion varie selon I'age de I'animabulP étre plus précis, trois iso-enzymes A, B
et C ont été identifiées pour la chymosine, etpgiur la pepsine. Leur réle spécifique n’est
pas encore bien déterminé. Il en est de méme dstnsgs enzymatiques mineurs
(gastricines) trouvés dans I'estomac de bovinstasluét dont I'effet sur les protéines du lait
n'a pas encore été totalement défini (RAMPditlal, 1992).

La pepsine présente la spécificité de cliver dasdns peptidiques de résidus d’acides

aminés hydrophobes, de préférence aromatiques (A&RQet al, 2004 ; Gregory ROSET,




2019). Les enzymes dites d’origine microbienne (@npepsine et endothiapepsine) sont

similaires, dans leur qualité d’hydrolyse, a lagiep animale.

Pour I'homme, le choix ainsi que la qualité de prctthn de I'enzyme coagulante employée
seront déterminants sur I'ensemble des qualitéstifimelles fromagéres. Pour cela Les
enzymes coagulantes doivent répondre a un certeitbre de conditions (AGUDEL®t al,
2004) :

— Toxicité nulle ;
— Pureté chimigue et qualité microbiologique élevées
— Activité protéolytique faible comparativement &cliaité coagulante ;

— Comportement voisin de celui de la présure vissade la température, du pH,

des ions calcium.

D’un point de vue technologique, ces enzymes doiven

— Avoir une bonne activité coagulante dans les cardit habituelles de la
fromagerie

— Donner au caillé des propriétés rhéologiques peame de les travailler
normalement, dans les délais habituels

— Donner un rendement fromager identique a celuageésure
1.3. Le marché et la production mondiale d’enzymesoagulantes

Le marché mondial des coagulants est couvert patre principaux fabricants
industriels : Chr. Hansen (Danemark), D.S.M. (PBgs), Dupont (Etats-Unis) avec sa filiale
francaise Danisco, et C.S.K. (Pays-Bas) (a noterFemce, la fabrication de présures
animales par les Laboratoires Abia).

La production mondiale de coagulants, toutes famitonfondues, suit logiquement
laugmentation de la production mondiale de fronsageSelon (FAOSTAT, 2018) La
production des coagulants atteint aujourd’hui 2Rions de tonnes avec une progression
annuelle de 2 %.

S'il est difficile de trouver des données précigss officielles, en regroupant
différentes sources économiques et autres pulditgtiil est estimé que les coagulants

FPC (Fermented Produced Chymosin), obtenus a mhetichymosine recombinée sont les




plus utilisés actuellement moialement (FAOSTAT, 2018)et représentent un nive
d’utilisation de 60% (figure 1. Ce type de coagularépond actuellement aux deman
industrielles (continent américain, Europe et Earopntale).Le reste du marché se parte
de maniére équivahte entre les coagulants d'origine aale et microbienne. La part «
coagulant d'origine végéml quant a elle, est extrémement limitée (Amérigue sud,

Espagne, Gréce...).

B coagulants FPC
M coagulants animale
1 coagulants microbiens

M cagulants vénégtales

Figure 1 : production mondiale des engmes coagulantes (FAOSTA, 2018).

La part de [l'utilisation decoagulants d’origine animaést en lente et constar
diminution. lls sont cependant toujours liés a ladoction des fromages AOC/AC
artisanaux, pour des raisons historiques et clikgre Ces coagulants sont utilis
principaement en Europe (Francealie et Suisse) et en Russ#e l'inverse, le: coagulants
d’origine microbienneifdépendamment de leursalités fromagéres comparativement
FPC et coagulants d'origine arale) répondent a de plus amples Iégislations et andeshés

spécifiqus comme ceux de la Coréesud (ROSET, 2019).




l. Les enzymes coagulantes

2.1. Les différents types de coagulants enzymatigsie

A nos jours, I'évolution de la consommation motelide fromage a nécessité le
développement de coagulants de plus en plus spéedj afin de répondre a des demandes
industrielles adaptées aux différents marchés, r@gtementations, a I'amélioration des
gualités de tranchage, ainsi qu’au rendement fremeiga la qualité des lactosérums. Il existe
sur le marché quatre origines différentes de caegsil. animale, végétale, microbienne et la
plus récente issue de fermentation a partir deavocganismes intégrant de ’ADN d’origine
animale, nommée FPC (Fermented Produced ChympR@OSET, 2013

2.1.1. Coagulant d’origine animale

Les coagulants d’origine animale résultent d'uneératon de I'estomac de
ruminants ou encore de monogastriques. La prireipedduction est issue plus précisément
de la caillette de ruminants, principalement deuxeae chevreaux, d’agneaux ou encore de
bovins (Abreuve Da Silva, 2004).

2.1.1.1. La présure

La présure est largement utilisée dans le prosedsuabrication du fromage depuis
I'Antiquité, et la principale source connue de présétait la caillette de I'estomac des
ruminants ou le quatrieme estomac des veaux aldigs deux sources contiennent de la
pepsine (EC 3.4.23.1) et de la chymosine (EC 3.4)28omme principal composant
enzymatique (Devilee et cornelisse, 1996).

La qualité intrinseque d’'un coagulant animal, ams sa teneur en chymosine et ses
variantes (A, B et C), sont liés a son mode d'extoa (macération rapide ou lente), ainsi
gu’a I'age de l'animal et a son alimentation. Leiaat A de la chymosine posséde une plus
grande activité enzymatique. Le variant B, ayantpoids moléculaire similaire a celui du
variant A (respectivement 35,65 kDa et 35,71 kRhffere seulement par sa composition.
Quant au variant C, celui-ci est présent en triggefguantité dans les présures commerciales,
il résulte de la dégradation du variant de la chsim® A (Uniacke-Lowet al, 2017).

Ces protéases sont synthétisées par les cellitespales de la glande fundique de la
caillette (BANGA-MBOKOH, 2000 ; SIDIKOUet al, 2005) sous forme de précurseurs

e




inactifs ou zymogenes : pepsinogene, progastricsinprochymosine (KHAN et JAMES,
1998).

Comparé a l'enzyme actif, le zymogene possede egment peptidique
supplémentaire lié a la partie N-terminal de I'engyactif nommeé « pro-segment » qui sert a
bloquer le site actif et empécher I'entrée du gabstans ce site et stabiliser ainsi la forme
inactive (JENSENet al, 2013).En plus de son réle inhibiteur, le pro-segimest souvent
important pour le repliement et la stabilité du ngane (KHAN et JAMES, 1998).

Ces zymogenes sont stables a pH neutre mais sonertis en enzymes actives a des
pH acides (RICHTERet al, 1998). Lors de l'ingestion de nourriture, chadieux est libéré
dans la lumiére gastrigue et subit une conversiorreyme active, dans le suc gastrique
acide, par un mécanisme auto-catalytique qui estedéné suite a la perturbation des
interactions électrostatiques entre la fractiomziyene active et le pro-segment conduisant a
la dissociation de celui-ci et le dévoilement de sictif KHAN et JAMES, 1998).

Cette réaction d'activation est un processus osxeplimpliquant une série de
changements conformationnels et un clivage proti@oly du pro-segment qui peut se
produire en une ou plusieurs étapes par une réactia- ou inter moléculaire (RICHTE®
al, 1998).

2.1.1.1.1. La chymosine

La chymosine anciennement connue sous le nomeditre” et & ne pas confondre
avec la rénine, EC 3.4.23.4, une enzyme du reinf@®mercialement importante pour la
fabrication du fromage, un processus qui remonte6800-7000 avant JC lorsque la
domestication généralisée des moutons et des chétaient présentes dans tout le Croissant
fertile, bien qu'au départ, les animaux aient potdraent été élevés pour la production de
viande et non de lait, car lintolérance au lactodes adultes était presque
universelle(Kindstedt, 2012).

La chymosine est produite utero dans la muqueuse de la caillette des foetus de
mammiféres ( Foltmann,1970 ).les chymosines (CE.23.4) peuvent étre caractérisées
comme gastriques fcetale ou néonatale de mammpgessnases appartenant au groupe des
protéases aspartique (CE 3.4.23. )( Szecsie aB)201




La chymosine est sécrétée sous forme de son Bmeoda prochymosine, qui est
activée de maniére autocatalytique lors de I' &cation & pH 2-4 par élimination d'un
peptide de 44 résidus de I'extrémité N-terminaleyinogéne.

La chymosine a une activité élevée de coagulafioriait mais une faible activité
protéolytique générale et a ainsi évolué pour evite protéolyse et l'inactivation des

immunoglobulines dans le colostrum (Foltmann etlfee, 1981).

La chymosine de veau est exprimée sous trois ntesagenétiques A, B, C. La
chymosine A (masse moléculaire 35,71 kDa) et lanwgme B (masse moléculaire 35,65
kDa) ne difféerent que par I'acide aminé en posifibA, qui est respectivement l'asparagine ou
la glycine(Kumaret al, 2010). La chymosine A a une activité enzymatiglus élevée mais
subit une dégradation autocatalytique. La troisidorene allélique, la chymosine C, a été
distinguée d'un produit de dégradation de la chymeo& par (Rampilliet al, 2005) et il a été
démontré qu'il présente une activité de coaguladiomait plus élevée. La rareté du géne est
cependant responsable de la faible teneur en cligmesC de la présure commerciale
(Uniacke-Loweet al, 2017.

La chymosine de veau est bien caractérisée awamk moléculaire et enzymatique ;
la littérature abondante a fait l'objet de plussewevues, dont (Chitpinityol et Crabbe,
1998;Crabbe, 2004 ; Jacedh al 2011 ; Szecsi et Harboe, 2013 et Yegin et Dekket3).
L'enzyme a été cristallisée par Bugtral (1971).

L'électrophorese aux limites libres a montré qedaines préparations cristallines
précoces n'étaient pas homogenes (Ernstrom, 195&Ekogénéité n'a pas été expliquée mais
peut étre due a des isoenzymes ou a une enzymBvéeou a d'autres protéines. La
chymosine de veau est un polypeptide a chaine ermiqatenant 323 résidus d'acides aminés

avec une masse moléculaire de 35 60@UDaacke-Loweet al, 2017).

La chymosine, dans son action initiale, clive pobttquement et inactive I&-
caséine en la transformant en pki@aséine insoluble et en peptides plus petits seduttans
le TCA, appelés macro peptides. Ensuite, dansdfasuivante, la para-k-caséine entraine la
formation du caillé en raison de la formation dhnécipité de caséines insolubles dans le
calcium a une température supérieure a 20°C (Fa88)1En I'absence de calcium, la fraction
insoluble de par&-caséine interagit avec les caséines sensiblealaum pour empécher la




précipitation. Par contre, en présence de calclamaséine sensible au calcium ainsi que la

parak-caséine insoluble forment un caillot (Fox, 1988).

Plusieurs chercheurs ont démontré quek-aséine est le substrat primaire pour
l'action de la chymosine (Vega-Hernanddzal 2004). Cependant, les fractions usl et 13-

caseéine sont également dégradé&asstchinaet al, 1996).

Visseret al (1980) ont suggeéré que la réaction hydrolytiquesestenue par d'autres
résidus proches de la liaison clivée. Des étudestiques sur des peptides synthétiques ont
suggéreé que les deux résidus supplémentaires tetmhautre de la liaison hydrolysable sont
essentiels pour une réaction significatfiRaymondetal, 1972). Les résidus modifiés dans la
liaison sensible de la chymosine entre les espaaggerent que la ségquence d'acides aminés,
contenant les déterminants importants de I'hydeglystoure cette liaison plutdét que les

résidus dans la liaison elle-méme (Fox et McSweeh@97).

Les différents facteurs tels que le pH, la terapge, la force ionique, la concentration
enzymatique et les sels influencent le processusodgulation du lait (Bringe et Kinsella,
1986 ; Kumar, 2010).Un pH élevé (6,6-6,7) réduitdmps de coagulation et la fermeté du
caillé, tandis qu'un pH faible (3-4) diminue le dement du caillé en raison d'une activité
hydrolytique élevée (Okigbet al, 1985).

La source de la chymosine et du lait, ainsi @sedifférences entre les constituants du
lait et le processus de prétraitement peuvent tagifela vitesse du stade initial de la
coagulation (Foltmann, 1992).La coagulation du ¢mt également influencée positivement
par la concentration en ions calcium (Berridge, 4095 cependant, les ions strontium,
magneésium et baryum peuvent également contribuesitiygament au processus de
coagulation du lait (kumaat al, 2010)

2.1.1.1.2. Pepsine

La pepsine comprend le groupe principal de pregasides de I'estomac des animaux
a sang chaud. La pepsine hydrolyse les liaisonst KB-terminales, mais clive également les
dipeptides synthétiques tels que Glu-Tyr ou Phe-®lex moins d'efficacitéJunior et al,
2015; RCet al, 2021).




La pepsine clive les liaisons peptidiques du @tgno-terminal des résidus d'acides
aminés cycliques (tyrosine, phénylalanine et trghtme), brisant les chaines polypeptidiques
en peptides plus petits (Fange et Grove, 1979).

Cette enzyme est responsable de I'hnydrolyse Imigh partielle des protéines dans
'estomac a l'aide de l'acide chlorhydrique sécrétéprocessus est complété par une action
combinée de la trypsine et de la chymotrypsine diariestin (Sabapathy et Teo, 1993). La
pepsine est active a pH acide comme celui de lgepgastrique et peut hydrolyser plusieurs
protéines, a l'exception des mucines, des spongileeka conchioline, de la kératine ou des
peptides de bas poids moléculaire (Sumner et So@43 ; Fange et Grove, 1979).

La forme inactive de la pepsine, le pepsinogésiea&ivée au contact du suc gastrique
(Guillaume et Choubert, 2001 cité par Gilberto hewet al, 2020). Cette enzyme présente
une activité de coagulation du lait en ayant uréxiigité sur la liaison Phe105-Met106 de la
k-caséine. Cependant, une activit¢ non spécifiquevéél provoque des changements
indésirables dans le golt et I'arbme des fromagas pendant le stockagd@ndrén et al,
2011 ; TangPepsiet al, 2013 ; Janioetal, 2015 cité paRCet al, 2021).

Foltmann et Pedersen (1977) ont proposé une fitaswin des pepsines et des
enzymes de type pepsine basée sur leur pH optimales substrats spécifiques. Maxiral
(1980) ont rapporté un systéme de classification amélprér ces enzymes basé sur le
rapport k cat / Km obtenu lorsqu'un hexapeptidgalsitique, Leu-Ser-Phe(NO 2 )-Nle-Ala-
Leu-OMe, était utilisé comme substrat. Les enzydeslasse | étaient celles avec un k cat /
K M > 100 mM/s et comprenaient les pepsines poscitebovines et la gastricine bovine,
tandis que les enzymes de classe Il avaient urt ki€an < 100 mM/s et comprenaient la
chymosine et les protéinases de Rhizomucor mighHehizomucompusillus(Uniacke-Lowest
al, 2017).

Des études sur la recherche de succédanées sleephdvine intéressent plusieurs

chercheurs partout dans le monde. C’est le casm®gnes coagulantes extraites des ovins.

Mezina et al (2001) ont réalisé une étude comparative entrehlanosine ovine
transgénique et celle de la chymosine de veaweldtats obtenus ont montré que l'activité
de coagulation de la chymosine de mouton transgéné de la chymosine de veau sont du
méme ordre de plus la stabilité maximale de la adsine de mouton transgénique et de la

chymosine de veau est observée dans l'intervalpHdde 2,0 a 6,0. L'incubation des enzymes




a 37°C pendant 24 et 48 heures entraine une pdrstastielle de I'activité enzymatique a pH
3,6 et 7,0. Ces résultats coincident avec les dmndé la littérature pour la chymosine de
veau (FOLTMANN, 1966) cité par (Mezired al, 2001).L'inactivation de la chymosine a pH
3,5 est probablement due a l'autolyse, puisqueHcesp le plus favorable a la digestion des

substrats protéiques par la chymosine.

Selon les données de I'électrophorese obtenue¢MVmzina et al, 2001) dans des
conditions non dénaturantes et dénaturantes, dedtats de la détermination de la masse
moléculaire, de la composition en acides aminéeda séquence N-terminale, et de I'étude
de la stabilité a différentes valeurs de pH et cactéristiques de I'hydrolyse des substrats
protéiques, il est conclu que I'enzyme coaguldnselée du lait de moutons transgéniques est

identique a la chymosine de veau(Foltmann, 1966).

Pour ce qui est des enzymes coagulantes issgesateelins, des études ont été
réalisées,selon Kappelet al (2006) et Bornazt al (2009), Contrairement au lait d'autres
animaux laitiers, I'obtention d'une gélificatiortisaisante du lait de chamelle induite par la
présure serait difficile lors de l'utilisation da@ thymosine bovine, ceci s'explique par des
différences dans la composition de la caséine (@\gneur totale en solides (Kappederl,
2006 ; Bornazt al, 2009 ),la concentration de calcium et de phosphmsi que la taille des
micelles de caséine (Borna al 2009 ).La proportion relative d'especes de caséin
individuelles (c'est-a-dire le rapport inférieur ldaver-CN ap-CN) dans le lait de chamelle
est supposée étre une raison majeure des diff&r@mbservées dans la coagulation (Wangoh
et al 1993;Kappeler, Farah et Puhan, 1998; Ramet, ZB@ddjenalet al, 2012)

Des performances améliorées de la chymosine almalle par rapport a la chymosine
bovine dans la fabrication de fromage a partiraiede vache ont été trouvées (Baretadl,
2009 ; Langholm Jenseaztal, 2013 ). La coagulation, la fermeté du cailléaetynérese sont
affectées par un certain nombre de facteurs tebs lguquantité de<—CN, le pH, la
température et I'équilibre minéral ( Nejeztial, 2003 ; Philippeet al, 2005;Bornazet al,
2009).L'agrégation de caséine est également détéempar les charges sur la caséine
( Walstra, Wouters, & Geurts, 2005 ) et cela pdut éanipulé par l'acidification du lait
(Ramet, 2001 ; Nejerat al, 2003 ; Boudjenah-Harowetal, 2012 ).

La dépendance de la gélification du lait de ch&sir la température de gélification
et le pH a déja été rapportée par (Saktaal, 2011 ; Boudjenah-Harouet al 2012). La

dépendance de l'activité de coagulation du laitodglne de l'enzyme a également été

e




démontrée (Wangoét al, 1993 ; Ramet, 2001 ;Boudjenah-Haraial, 2012 ).La chymosine
de chamelle présente une activité de coagulatios glevée ( Kappelest al, 2006 ) et un
temps de coagulation amélioré avec l'augmentatienlad température de gélification
lorsqu'elle est utilisée dans le lait de chamé&lk. conséquent, il est impératif de tester
différents niveaux de chymosine de chamelle suaitede chamelle (Konuspayeva, Camier,

Gaucheron et Faye, 2013).

Selon Hailuet al (2016) Les effets de la température, du pH, deolecentration de
chymosine de chamelle et de l'ajout de CaCl 2'aydidolyse de la -caséing&<{CN) et la
cinétique de coagulation du lait de chamelle oatéttdiés. Le taux d'hydrolyse @uCN
était plus élevé a 40 °C qu'a 30 °C et avec l'amgatien de l'ajout de chymosine et la
diminution du pH. La gélification du lait a ététiée & des niveaux d'hydrolyse @aCN

cameline avec un taux > 95 %.

Le temps de gélification du lait de chamelle tésignificativement réduit de 717 a
526 s) a 30 °C lorsque la concentration de chyneosiait augmentée, mais était indépendant
de la concentration de chymosine a 40 °C. La réaluclu pH a également réduit le temps de
formation de caillé. La fermeté du gel a augmem® aC (58 Pa) par rapport a 30 °C (44 Pa)
et I'effet d’addition du CaCl 2 sur les propriéths gélification du lait camelin s'est avérée
dépendante du pH; une amélioration significatiwe &ié trouvée qu'a pH 6,3. Cela explique
gue cette chymosine cameline donne de bon résutiabcernant son utilisation a la place de

la chymosine bovine dans la fabrication de dérduefait camelin (Hailwetal, 2016).
2.1.2Coagulant d’origine végétale

Les protéases aspartiques (PA) sont présentesdéanembreuses variétés d'espéces
végétales (tableau I). Elles sont impliquées dandégradation des protéines au cours du
processus de développement de la plante, dansdeanmsmes de stockage des protéines,
dans les réponses au stress et aux pathogenes)seladsénescence des plantes (Gonzilez
al, 2011) Ces enzymes possédent deux résidus aspartiqupsnsebles de l'activité
catalytigue, dont la spécificité d'action est préfpour le clivage des liaisons peptidiques

entre les résidus d'acides aminés hydroph(esmingoset al, 2000).

La plupart de ces enzymes sont des protéinesold@t@riques avec une grande sous-

unité de 28-35 kDa et une petite sous-unité de6LkHa, et seulement un trés petit nombre

-



de protéines monomeres avec une masse moléecd&@aidé-65 kDa(Amal Ben Amirat al,
2017).

Plusieurs extraits et jus de plantes peuventudiiisés comme alternative potentielle a
la présure animale utilisée dans l'industrie letides extraits de plantes peuvent étre utilisés
comme source peu codteuse et végétale de peppdasda coagulation du lait, car presque
toutes les sortes de cellules végétales contierdeEnpeptidases impliquées dans le processus
de développement de dégradation des toxiquesgtalgation, le stockage des protéines, la
réponse au stress, la différenciation des plactasre le pathogene. invasion, etc. Kuratr
al (2020) et Liburdiet al (2019) ont conclu que la forte activité protéajye de certains

extraits de plantes peut affecter négativemerdrie factivité protéolytique.

Chaque échantillon de lait doit étre optimisé polbaque extrait végétal quelle que
soit I'espece animale (Liburdit al, 2019). La spécificité, la tendance a la coaguati
l'efficacité, la qualité, le rendement du produiéyvaluation sensorielle/organoleptique et
d'autres parametres de qualité des peptidasesal@&gyébont largement étudiés et prouvés pour
la production de fromage de qualité a faible cOaldés Et al, 2015; Godifey, 2015
Benkahoulktal, 2016;Bueno-Gaviléet al, 2019; Wang 2020).

Freitaset al (2016) ont étudié le schéma d'hydrolyse de laigagpe obtenue a partir
de Calotropis proceratCalotropis grandifloraet ont signalé sa similitude avec la

chymosine commerciale avec un rendement signifieatent bon

L'escalade rapide de l'intérét envers ces pegdlaégétales se manifeste par leur
efficacité, leur polyvalence, leur spécificité (@ira, 2019).Stabilité sur de larges
températures, pH et temps de réaction. En outre,peptides sont écologiques, rentables,
facilement disponibles et ne présentent aucun dlestaux croyances religieuses. Ces
peptidases végétales brutes et purifiées ont pégse@nschéma de gélification similaire a celui
de la chymosine commerciale ou de la présure de. @agélification du lait forme un réseau
de gel tridimensionnel en raison de l'agrégation meelles de la paracaséine (Kumar et al,
2010).

La gélification ou le caillage se produit en depiases; dans la phase initiale,
I'hydrolyse de la caséine (caséine kappa) C-terminale se produit en raisofihgdrolyse
enzymatique due a la rupture de la liaison Phel@8:06( Swaisgood, 1974)qui conduit a la

formation de parties hydrophobes et hydrophilesen des protéines ; la paracaséine forme




un noyau hydrophobe tandis que le caséinomacragepGMP) devient hydrophile et est

ensuite libéré dans le lactosérum ou le sérumite la

Apres la séparation des macropeptides de caséikl), en raison de la diminution
de la charge des particules, la déstabilisatiorigsi® se produit. Cette derniére initie la
deuxieme phase de gélification du lait. Des intgvas électrostatiques entre ces micelles
déstabilisées se produisent, ce qui provoque Hagjanh des micelles de caséine dans un

réseau de gel de lait tridimensionnel stdBlemaretal, 2010).

Tableau 1 :Exemples de protéases aspartiques de plantes quiagoilent le lait (Ben

Amira et al, 2017).

plantes Organe Enzyme

Type Dénomination| Variante
Cynara fleurs Protéases Cardosin Cardosin A Q9XFX3/
cardunculus aspartiques

AJ132884Cardosin B
Q9XFX4/AJ237674
Cardosin C/Cardosin D
Cardosin E/P85 136
Cardosin F/P85137
Cardosin G/P85138
Cardosin H/P85139

Cynara scolymus Fleurs | Protéases Cynarase Cynarase (A, B, C)
aspartiques

Protéases

Cynarahumilis Fleurs . Cardosin A like
aspartiques -
Silybum marianum| Fleurs | Protéases Extrait
aspartiques enzymatique -
Orytza sativa Graines | Protéases Oryzasin 1
aspartiques
Moringa oleifera Fleurs | Protéases Extrait
aspartiques enzymatigu -
Onopordum Fleurs Protéases Onopordosin
acanthium aspartiques

Les coagulants végétaux en général, ne sont pasdénés comme étant trés adéquats
pour la production fromagére en raison du faibledesnent et de la qualité inférieure du
produit obtenu. Columelle (20Q4inentionne l'utilisation de fleurs de chardons sa@s
(probablementCynara cardunculys de graines dé&arthamus tinctoriugune autre fleur
ressemblant a des chardons), ou de seve de fiquoerscoaguler le lait de petits ruminants
(Fox et McSweeney, 2004 Remarquablement, au Portugal et dans certaine®ngg
d'Espagne, l'utilisation d'extraits de fleurs séshéeC. cardunculusL. a été maintenu avec




succes depuis ces temps anciens pour la produiarombreuses variétés traditionnelles de
fromages de brebis et de chévre, renforcant entaptitude de cette présure pour la
production de fromages de haute qugRéis et Malcata, 201 Roseiroet al, 2003 ;Sousa et
Malcata, 2002).Par conséquent, au cours des desrdécennies, de nombreux efforts ont été

déployés pour comprendre les propriétés de ce tamagregétal unique.

Plusieurs auteurs ont consacré leurs efforts cleerehe a caractériser les enzymes de
coagulation du lait présentes dans les fleurs dedom, leur réle dans I'hydrolyse des
caséinedn vitro et leur effet dans le processus de protéolysecamscde la maturation
(Esteveset al, 2001 ; Estevest al, 2003; Roseiroet al, 2003a, 2003b Silva et al, 2003,
2005).Le succes des coagulants Gnara sp Est probablement dd aux caractéristiques
uniques et spécifiques de ces enzymes. Les enzgim€ynara cardunculus Let Cynara
humilis L ressemblent a la chymosine par plusieurs asp€ctsardunculus L hydrolyse
spécifiguement la liaison Phe105-Met106 de la caséiLe Km de la réaction est plus faible
gue pour la chymosine mais une activité catalytisjoglaire (kcat/Km) est obtenue pour les
deux enzymegMACEDO et al, 1993).Le coagulant d€. cardunculus L contient deux
protéases a acide aspartique dénommeées cardogheaddosine B, cette derniere ayant une
action protéolytiqgue plus marquée, utilisant untjlepsynthétigue comme substrat (Almeida
et Simdes, 2018).

VERISSIMO et al (1995) ont montré que les valeurs des parametireiques
obtenues pour la cardosine A étaient similaireglles obtenues avec la chymosine et que
celles de la cardosine B étaient similaires a sallstenues avec la pepsine. Chez C. humilis,

'unique enzyme qui a été découverte est une «osard A like ».

L'utilisation de coagulants de plantes reste taigefestreinte si nous la comparons
avec celle des coagulant®dgines microbienne et animale. Elle se limitecétaines régions
géographiques ou les coagulants issus de plamésiticsés pour la fabrication de fromages
traditionnels. (Almeida & Simoes, 2018).

2.1.3. Coagulant d’origine microbienne

Les enzymes microbiennes sont des protéases tigapar qui catalysent la
coagulation du lait. Bien gu'il existe certainesulaes par rapport a la présure traditionnelle de
veau, la présure microbienne a été acceptée smrdeshés de plusieurs pays. Aux Etats-Unis

seulement, environ 60 % du fromage est fabriquardirpd'enzymes fongiquediashem,




2000).De nombreux micro-organismes qui produisent desyreag coagulantes,
a savoirRhizomucor mieheiAspergillus oryzagEnthothia parasitica et Aspergillus flavo
furcatis, sont largement utilisgsle et al, 2011 ; Liet al, 2012 ; Alecrimet al, 2015).

2.1.3.1. Coagulant bactérien

Dans le cas dklucor sp aucun des rapports disponibles n’indique quéidation de

I'enzyme dans la fabrication du fromage est danger€Tubesha et Delaimy, 2003 )

Bacillussp.Est lI'un des groupes microbiens les plus étudias,ils peuvent produire des
variétés de substances biotechnologiques intérnessdma capacité des souchedBdeillusa
produire et a sécréter de grandes quantités d'eawgxtracellulaires, notamment I'amylase,
la protéase et les cellulases, les a amenées @erfigarmi les plus importants producteurs

industriels d'enzymes.

Il est bien connu que la production d'enzymegabiennes est fortement influencée
par de nombreux facteurs, en particulier la contmrsidu milieu et les conditions de
culture. Par conséquent, les travaux sur l'optitilisades parametres de I'enzyme coagulante
sont menés en utilisant la technique «un factdarfais» pour avoir une activité coagulante

élevée avec une activité protéolytique limi(@abesha et Delaimy, 2003 ).

Les coagulants drigine microbienne sont des enzymes protéolytiquesluites par
des micro-organismes capablesnduire la coagulation du lait de maniére similaiex
coagulants @rigine animale. Un grand nombre de champignonsésat des protéases a
acide aspartique dans le milieu de culture. La tfoncphysiologique de ces enzymes est

I’hydrolyse de protéines pour répondre aux besoitrdionnels.

Selon une étude réaliser par ( Zhaet al, 2019) une espece de
B. amylolique faciens GSBad été isolé a partir du levain traditionnel appeigu, qui

contenait un mélange de levures, de moisissurds leactéries.

Le vin de riz fabriqué par fermentation de rigagit avec du jiuqu était utilisé comme
agent coagulant pour fabriquer le fromage royatlitianel, un type de fromage frais
fabriqué a l'origine pour les familles royales dsfda début de la dynastie Qing en Chine. Il
a eté confirmé quB. amylolique faciens GSBa-ikolé de jiuqu produisait des enzymes
coagulantes (Tenet al, 2018.




SelonZhaoetal (2019 I'enzyme coagulante issue Beamylolique faciens GSBaal
été purifiee, identifié et caractérisé enzymatigeetnL'activité protéolytique de I'enzyme
coagulants, son profil hydrolytique sur les progéimu lait et le site de clivage spécifique de
la x-caséine ont été étudiés et les résultats eu fiao(et al, 2019) montre qu'elle
appartient a la famille des peptidases M4, et |gtige mature avec une activité coagulante

était une métallo protéinase neutre avec une nmaskiulaire d'environ 38 kDa.

Le pH et la température optimaux ont été détermind,5 et 57 °C pour I'enzyme
coagulante, et a 7,0 et 57 °C pour lactivité plytigue, respectivement. L’enzyme
coagulante présentait une légére autolyse qui @burétre inhibée par Ca 2+ et
GRS

Na +. L'hydrolyse des caséines a révelé que la- ine présentait une sensibilité plus

élevée a l'action de I'enzyme coagulante que ket la k-caséine (Zhaet al, 2019).

Par digestion tryptique in-gel et analyse LC-MS/Mu peptide majeur (environ 13
kDa) généré a partir de I'nydrolyse de la casehtasgar I'enzyme coagulante, le site de
clivage a été identifié comme étant a Lys 111-1928.1

L'enzyme coagulante issuede B. amylolique faciens GSBagourrait servir de
nouveau coagulant du lait pour une applicationqiettte dans la fabrication de fromage avec

la protéolyse souhaitégéZhaoet al, 2019).
2..1.3.2. Coagulant fongiques

Les principaux champignons, sources de protéasasde aspartique, soBhdothia
parasitica (SARDINAS, 1969, Rhizopus chinensigFUKUMOTO et al, 1967, Penicillium
janthinellum(HOFMANN et SHAW, 1964)Mucor pusillus(ARIMA et al, 1968)et Mucor
miehei(STERNBERG, 1971).

Rhizopus chinensisucor pusilluset Mucor mieheiappartiennent a la sous-division «
zygomycotina », classe des « zygomycetes », oege«dMucorales >Endothia parasiticaet
Penicillium janthinellumappartiennent a une autre sous-division « ascotimgco. ARIMA
et al(1967) ont montré quBucor mieheivar. Lindt moisissure thermophile isolée de sols
chauds et humides, étaig$péce la plus productrice de protéases a acidetiasge parmi 800
autres especes de divers micro-organismes testés. dnzymes produites par ces
champignons sont caractérisées par une grandet@ativagulante due au clivage de la
caséinac avec une activité protéolytique relativement lérite qui en fait des substituts de la

chymosine bovine dansrdustrie fromagére (Abreu da Silva, 2004




Selon STERNBERG (1976), déja en 1974, 60% dewdges produits aux EtatsUni
étaient fabriqués avec les protéases proven&mddthiaparasitica de Mucor pusilluset de
Mucor miehei Ce rapide succés est d( en partie a leurs priypéttifs, ne représentant que

45% du prix dacquisition de la présure traditionnelle.

Selon Abreu da Silva (20p4les coagulants ‘drigine microbienne, comparée a la
chymosine, montrent certains désavantages domdtilmplus petit entre I'activité coagulante
et [activité protéolytique non spécifique. De plus, figsentent une thermo stabilité plus
grande qui entraine la survie de l'activité de 2ygme aprés la cuisson du caillé, conduisant
alors a lapparition de godts indésirés pendant les périddasaturation des fromages. En ce
qui concerne ce dernier point, plusieurs groupesatlient pour tenter de diminuer la
thermostabilité de la protéase a acide aspartiguduwtor. YAMASHITA et al (1994) ont
réalisé une mutagénése sur le champigharcor pusillus et ont pu isoler une souche de

champignon mutée qui produisait une enzyme avec¢hereo stabilité réduite.

L'utilisation d’enzyme coagulantes dans la i@iion du fromage tel que la
Mozzarella s'est avérée favoriser la formationid&scaminés libres et de composés volatils
en raison de son activité protéolytique modéréergport a une présure commercj@keng
etal, 2017, 2018).

2.1.4 Coagulant d’origine recombinant (FPC)

Dans les années 1980, trois entreprises difféseont développé Ila chymosine
produite par fermentation FPC, en utilisant debriggues d'ADN recombinant. Une séquence
d'’ADN pour la chymosine provenant d'une cellulengipale de caillette de veau a été
introduite dans le génome d'un organisme hote.hkawéerie E.coli var K-12 non pathogene),
un mucor Aspergillus niger var awamaret une levureKluyveromyces lactjsont été utilisé

comme organismes hétes (Teuber, 1990 ; Harboe, Be2aning-van Dalen, 1992).
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Figure 2: La chymosine bovine recombinant disponible sur le marché.

Aujourd’hui, seuldes deux dernier FPCs (figure 2) le mucoAgpergillus niger va
awamori et une levureKluyveromyces lact)sont sur le marché produisant de la chymo
bovine, puisque ldrevet de celui produit via E. coli a été acheté ypa concurrent qui
fermé la production (Alapt Larse, 2021)En plus de la chymosine bovine produite
fermentation, il y a égament de la chymosine came produite par fermentation conn
sous le nom de Chymax NKAPPELER et al, 2006) sur le marché depuis 20 et ce
dernier permet d’améliorer les performances endsrde rendements fromagers et dalité

des lactosérums, ce qui correspond a de nombratteeses industriell( ROSET, 2019 .

L'isolement de I’ ARNm de la prochymosine a érapportépour la premiére fois €
1980 (UCHIYAMA et al, 1980) De ce laboratoire proviennent lpemiéres publications s
la production de la chymosine bovine recombinahts Escherichiacoli (NISHIMORI etal,
1982,198% qui a été par la suite adoptée par d autres groupes utilisanE. coli (EMTAGE et
al, 1983; MARSTON et al, 1984 mais aussi divers microrganismes dorSaccharomyces
cerevisiagMELLOR etal, 198% ; GOFFetal, 1984) Aspergillus spdCULLEN et al, 1987
; WARD etal, 1990; DUNN- COLEMAN etal, 1991 ;TSUCHIYA etal, 1993, Yarrowia
lipolytica (FRANKE et al, 198¢), Proteus mirabiligKLESSENet al, 198¢), Kluyveromyces
lactis (VAN DEN BERG et al, 1990, Trichoderma reesei (HARKKI et al, 1989 ;
UUSITALO et al, 1991), Bacillus subtilii (PARENTE et al, 1991) et chez des cellules «
mammiféere{KOLMER etal, 1991).




La vente de ses chymosines recombinantes estgeedans de nombreux pays comme
I'Australie, la Suisse, les Etats-Unis et certgiays de I'Union Européenne (la Belgique, la
Grande-Bretagne, la Grece, le Portugal). En Fralaesituation est différente puisque
I'utilisation de la chymosine recombinante n’a pasore été autorisée. Il faut en effet savoir
que le dossier de demandawtorisation cemploi de la chymosine recombinante a été déposé
a la Direction générale de la consommation, detearrence et de la répression des fraudes
(DGCCRF) en 1988( Abreu da Silva, 2004) Les raisdesce blocage seraient liées a la
situation particuliére des fromagesppellation dOrigine Contrdlée (AOC) dans lesquels
seule lutilisation de la présure traditionnelle est peemi®©r, comme il mexiste pas de
techniques capables de distinguer dans les fromégehymosine native de la chymosine
recombinante issue de fermentation, il est alorpossible de vérifier ‘drigine de la
chymosine utilisée dans la fabrication de ces figgsaqui bénéficient 'dne appellation
(LEROY, 1997).

La chymosine produite par les micro-organismesdesitique en poids moléculaire,
séquence dcides aminés, propriétés immunologiques et priifomatographique a la
chymosine naturelld TEUBER, 1990). De nombreuses études ont montré dares la
production fromagere, le rendement et la qualit@mbduit fini est le méme quelle que soit la
chymosine utilisée (BINESt al 1989 ; BROOME et HICKEY, 1990. BARBANO et
RASMUSSEN, 1992). En termes danalyse, les chymeosiacombinante issue de
fermentation(CPF) doivent étre traitées comme urésyse de veau contenant 100% de
chymosine (Alan et Larsen, 2021).

Selon Macedet al (1993) ; Roseir@t al (2003) ; Fusté-Forné (2020) ; Natrella et al
(2020) et Murtaza(2021) les différents types demfiges tel que la Feta, le Gouda,
Mozzarella et le Cheddar ont été fabriqués avecésupar I'utilisation de la chymosine
recombinante (bovine) sans la détection d’aucufférdnce significative des propriétés du
fromage (texture, gout, la couleur, odeur et laurgion) comparé a la chymosine naturelle
(Kochet al, 1986 ; Prokopekt al, 1988).

Les caractéristiques du processus de fabricadionfromage, la récupération des
solides du lait, la composition du fromage et lat@olyse pendant la maturation du fromage
fabriqué avec de la présure et de la chymosinembi@nte (tableau3) ont été décrites en
détail par Greert al (1985) ;Starovoitovat al (2006) ont rapporté I'action de la chymosine

de veau obtenue a partir de lait de brebis trariggénet de la protéine recombinante

-




exprimée dans la levur&luyveromyces lactigMaxiren) sur des substrats peptidiques
fluorogénes. lls ont constaté que la chymosinesgy@nique et la chymosine recombinante
différaient de I'enzyme native dans leur action lssrsubstrats de faible poids moléculaire,
alors gu'aucune difference n'a été constatée daosoh enzymatique sur les substrats

protéiques (Kumaetal, 2010)

La chymosine recombinante est pratiquement imptesai distinguer de la chymosine
authentique. un point de vue scientifique et technologique, @xiste pas de raisons pour
gue les préparations de chymosine recombinanteieatspas utilisées pour la fabrication
fromagere a partir du moment ou leur disponibifité le marché se traduit par une offre
illimitée et a des prix compétitifldEUBER, 1990).

Ces produits restent cependant commercialiséspaixigleve, a la fois en raison de la
pénurie de caillette de veau mais aussi en raissnrdjuiétudes suscitées par des problemes
tels que la maladie de la vache fo(leSB, encéphalopathie spongiforme bovine) ( Alan
Larsen, 202JLce qui rend par conséquent leurs utilisation garddficile par des petites et
moyennes entreprises surtout dans les pays erdeaiéveloppement, tel le Brésil (Abreu da
Silva, 2004).




Tableau Il : Expression de la chymosine dans différents hétes enobiens (Kumar et al,

2010.

Espece d'origine | Forme de chymosine| plasmidg Promoteur héte

Calf Pro pCR301 | LacUV5 Escherichia coli

Calf Pro pCT66,67| Tryptophan E. coli
,70

Calf Pro p501 Tryptophan E. coli

Calf Chymosin pGK2231| Trp-B,0lyA gene E. coli

tryptophan &
serine
hydroxymethyl
transferase

Calf Pro pTaAc Tac E. coli

Lamb Met-pro pKP1500 | — E. coli

Goat Pro pET43. T7 E. coli
la(+)

Bovine Pro pKM636, | SpeA Proteus
pKM1361 mirabilis
pKM6361

Bovine Pro pSM316 | Neutral proteasq Bacillussubtilis

Goat Pro pQSecl | pGK Kluyveromyces

Goat Buffalo Pro pQFlagl | ADH, Saccharbmyc&s

Prepro, Pro, chymosin pGAPZn | pGAP cerevisiae,
A Pichia pastoris

Bovine Pro pPICZaA | — Pichia pastoris

Calf Chymosin — glaA Aspergillus

oryzae

Bovine Chymosin — pdA &pepB Aspergillus

awamori

Camel Pro pGAMpR | glaA Aspergillusniger

F



2.2. Parametres physicochimiques et cinétiques de présure animale

L’'une des caractéristiques les plus importantssesizymes en général (tableau 3), et
des enzymes coagulantes en particulier, est ge’alée commercialisent et s’utilisent en
prenant en compte bien sdr leur poids ou leur velumais aussi et surtout leur activité, ou
concentration. Le processus de la coagulationresbgué par I'action d’'un coagulant, ajouté
a un taux bien défini au lait de fabrication, luéme & une température et un pH précis. Le

coagulant traditionnel, la présure, est extraifelomac du jeune veau nourri au lait.

Tableau Il : Parametres physicochimiques de la présure animale

5 S
S 5 2 5 S 0
Types g g R e 3
O] = = N = 2 © (]
b £ 8 2 g 3 @ o
g & = = 2 g o D
8 S = 8 5 = 2 2
<= et < = O 0
o o
activité  coagulante .
Phe105- = UniackeLowe
bovine 55-56 >a7 élevée et 50-61°C
L . Phel06 et al, 2017
protéolytique faible
activité  coagulante
. o Phel05- | Malak
buffle >5,6 >a7 plus élevéee que4d5°C
_ Phel06... | etal, 1996
Chymosine celle de la bovine
. activité  coagulante Phel05-
chamelle 5,8-6 >a’ 50°C Elagamy, 2000
élevé Phel06
activité  coagulante _
_ . o Phel05- | Mezina
Ovine 55-56 >a7 | élevee et 50-58°C
o _ Phel06 | etal, 2001.
protéolytique faible
Activité coagulante Phe-Try
. : . _ . McSweeney,
Pepsine Bovine 1,6-25 >a7 faible et >ab5°C Phe-tyr 002
1
protéolytique élevée Phe-Phe
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Tableau VI : parameétres cinétique de la catalyse dien K-caséine par la chymosine

(Visseret al, 1976).

Peptide Séquence Kcat (sec-1) Km (MM)
S.F.M.AL 104-108 0.33 8.5
S.F.M.A.LLP 104-109 1.05 9.20
S.F.M.A.LP.P 104-110 1.57 6.80
S.F.M.A.LLP.K 104-111 0.75 3.20
Caseine bovine 2-20 0.001-0.0051

2.3. L'extraction et purification des enzymes coadantes

Kcat /Km
1/MM)

0.038

0.114

0.231

21.3

12.7

(sec

Le processus de la coagulation est provoqué petidh d’un coagulant, ajouté a un

taux bien défini au lait de fabrication, lui-mémeuae température et un pH précis. Le

coagulant traditionnel, la présure, est extraifelomac du jeune veau nourri au lait.

.



Tableau V: techniques d’extraction et purificationdes différents coagulants

Origine de I'espece

Extraction

Purification Référeres
Végétale Précipitation au sulfate . Alavi et
Chromatographie de
C.cardunculus d’ammonium . Momen,2020.
permeation
Bethelhenmet
Mise en suspension 10 g de | Filtration sur membrane | 2020
al, .
Végétale fleurs, préalablement broyées. (cheese cloth) + centrgugation
Roviraet al,
Calotropis procera dans 90 ml d'eau pendant 30| & 6934 000 tours/minute
: . 2012
minutes. pendant 10 minutes. )
Microbienne _
_ L Chromatographie sur colonn
Bacillus Précipitation ausulfate Yao Zhanget
) _ ) _ de DEAE sepharose dans d
licheniformis Bl 312 d’ammonium , al, 2019
tampon tris HCI 20Mm PH 7
Microbienne ch . h
Bacillus Extraction acide dans du Tris- romatographie sur

amyloliguefaciens
GSBa-1

Animale

Colonne (DEAE Fast Flow | Zhaoet al 2019

HCI 50 mM (pH 6, (50 cm x 2 cm)

Précipitation au sulfate Chromatographie d’exclusiol

) _ BOHAK, 1970.
Pepsine de poulet d’ammonium (sephadexe)
Animale
. Extraction acide dans du Tris- _ , Rosannat al,
Présure Chromatographie d’exclusion.
HCI 2015
Porcine
Recombinante ) ) ) ) ) Kumaret al,
_ Extraction acide dans du tris | chromatographie d’exclusior
Rhisopus oryzae 2005

Recombinante
Kluyveromyces

lactis.

Chromatographie sur
colonne (sepharose)
centrifugé a 6000xg

A 4°c pendant 20min.

Malaquiaset al,
2017).

Extraction acide dans du Tris-
HCL

F



2.4. Structure des enzymes coagulantes

2.4.1. Structure primaire

La plupart des aspartyl-protéinases sont des mi@ig@ chaine unique, dont la masse
moléculaire est comprise entre 32 000 et 39 00@&tDgui sont constituées de330 acides
aminés. Les protéinases aspartyles possedent égidxs réactifs d'acide aspartique dans leur
site catalytique qui sont essentiels a leur fomctioes deux résidus d'acide aspartiqgue se
trouvent dans deux séquences caractéristiques, 2ABp3Gly-Ser dans le domaine N-
terminal et un Asp215-Thr-Gly-Ser/ Thr corresportddans le domaine C-terminal.Les
résidus Asp sont responsables de l'activation diolécule d'eau, qui sert de médiateur a la

réaction nucléophile. Liaison peptidique sciséilegin et Dekker, 2013).
2.4.2. Structure secondaire et tertiaire

La structure secondaire est a 13 % hélicoidaleézes, 44 résidus) et a 48 % de
feuillet (29 brins, 158 résidus) (Palmetr al, 2010) cité par (Uniacke-lowet al, 2017). La
protéine contient trois disulfures (Cys 47 -Cys 6%s 207 -Cys 211 et Cys 250 -Cys 283) et
une cis -proline (Pro 25), qui est conservée dansnlicorpepsine, l'endothiapepsine et la

pepsine porcine (Palmet al, 2010 ).

Une illustration de la structure tridimensioneetle la chymosine est présentée sur
(figure). la molécule existe sous forme de deumaioes séparés par la fente du site actif
dans laquelle les deux résidus aspartyl catalywcpn actifs (Asp 34 et Asp 216 Fig.3) sont
situés avec leurs chaines latérales orientéesladente. La fente actif peut accueillir ~ 7

résidus de la-caséine séqueng¢eniacke-loweetal, 2017).




Fig. 3: Représentation schématique des structures secontks et tertiaires de la

chymosine (Uniacke-Lowe et al, 2017).

En Bleu nontrant la fente du site actif dans lagquss'insére la séquence comprer
les résidus d'acides aminés -108 de la caséine((a) de Foltmannl987); (b) de (Plowman
et Creamer, 1995) cité padfiacke-Lowe et al, 2017).

La distance entre l'oxygene carboxyle des deuxduésiAsp est d3,1. Le groupe
carboxyle des résidus Asp est connecté via un uésaaplexe de liaisons hydrogéne et
certain nombre de molécules d'eau dans l'enviroenemmmeédiat de la fente du site a
(Gilliland etal, 1990; Mantafounis et Pitt<1990) cité pafUniackedlowe et al, 2017)

Dans la structurdertiaire (figure5) deux résidus thréonine adjacents, 35 et
Thr 217, sont liés I'un a l'autre par I'oxygéne de la chdatéale et l'azote de la chall
principak, tandis que leurs chaines lales sondirigées dans la poche hydrophobe ver
« poignée du pompier XJfiacke-Lowe et al, 2017) figured.

&



Fig.4: La "poignée du pompier" du cété actif de la chymosindNewmanet al, 1991).

Les liaisons hydrogene (lignebrisées) imphuées sont Thr216 N...Thr33 (2.8;
Thr33...Lys214 O (2.7 A), Thr33 N...Thr216 (2.9 A) etrZii6..Phe31 O (2.8 A). D'autre

liaisons hydrogene contribuant a la stabilité dp3set Aspl5 sont églement représentées
(Newmanet al, 1991).

C'est-adire que I'oxygéne de la chaine lale d'un Thr est lié a I'azote de la che
principak du Thr correspondant, ce qui confere une stalstitucturelle supplémentaire
site catalytiqu€Chitpinityol et Crabb, 1998 ; Wong, 1995) cité pédniacke-Lowe et al,
2017)

Fig. 5: structure tridimensionnelle de la chymosinebovine (Abreu Da Silva, 2004).




2.5. Ste actif et mécanisme cealytique

2.5.1. Site actif

Le site actif est composé de la triade hautememawée des résidacide aspartique,
thréonine et glycine pour chacun des lobes de yrapz Les deux résidus d’acide asparti
du site actif Asp32 et Asp215 se trouvent a la lolassillor (figure6) Les chaines latales de
ces deux résidus sont impliquées dans de norses liaisons hydrogéne. La spécificité d
chymosine est éganent une conséquence de la structure des siteterddtion avec |
substrat. Nous pouvons citer I'importance du ré3ig5 situé sur une anse externe mo

qui recouvre le sillon du sitactif, faisant partie des sites S1 a(NEWMAN et al, 1991).

Asp 32 Asp 215

Fig. 6: Structure par rayon X de la pepsine porcine. Vuagrandie des résidus Asp di
site actif avec la molécule d’eau qui ler est liee (VOET D etVOET J.G, 2016).

Le site actif est tapissés de résidus chargés imégant et positivement ainsi que
résidus hydrophobe8QOGGETTO et REBOU-RAVAUX, 2001) formant ainsi des sol
sites S1- S4 et S’1-Sthomenclature de SCHECHTER eERGER,1967).




(’“‘,\ (A) ) £y ®
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Fig.7 : Exemples de quatre asparty-protéinases montrant la profondeur de la fente du
site actif. (A) Pepsine porcine (entrée PDB 5PEP) ; (B) chymas (entrée PDB 4CMS)
(C) cathepsine D (entréee PDB 1LYB) ; et (D) endothpepsine (entrée PDB 4AP)
(Goodsellet al, 2015)

Une molécule d'eau se trouve entre les résidalytiques Asp et est impliquée de
le mécanisme catalytiqud.es molécules d'eau conservées (attachées auxsési@ et 51 ;
numérotation de la pepsincrée des liaisons hydrogénapplémentaires et offrent ul
stabilité supplémentaire pour la prise du pom(Prasad et Sugun2002)

La rigidité de la géométrie du site acestessentielles pour l'activité dprotéases
aspartiques (Bernsteiet al, 1999 ; Prasad et Suguna, 2002) cig& fUniack-lowe et al,
2017).

Les protéases aspartiques sont inhibées par laapiep(FITZGERALD et al, 1990 ;
RAO et al 1998, CAMPOS et SANCHO, 2003). Elles sont égalent sensibles al
composés diazocétones tels que I'ester méthyde diazoacétyl-dhorleucine (DAN) et le
1,2-époxy-3- (mitrophénoxy) propane (EPNP) en présence d'ionse(RAO et al, 1998).




2.5.2. Mécanisme catgtique

Le mécanisme catgdlque des asparil-protéinases a été décrit par de nombi
auteurs, notamment Chitpinityol et Crabbe (199Bpayies (1990) ; Dunn (2002) ; lliadet
al. (1996) ; Jamest al (1977, 1982) ; James et Sielecki (1985almeret al, 2010 ; Pearl

(1987) ;Polgar (1987) ; Tang (2010) ; Veerapancet al (1992) ; et Yegin et Dekker (20:

cité par(Uniacke-Loweet al, 2017).

Dans ce mécanisme Une molécule d'eau liée a I'pgdm située entre les de

résidus aspartyl du site actif, joue un réledans I'hydrolyse des liaisons peptidiques qt

produit par un meécanisme ac-base général (Tang, 2010)e mécanisme exact (

I'hydrolyse reste controvers(Dunn, 2002; Jamest al, 1992 ; Paher et al, 2010) mais

(Szecsi, 1 992 ; Dunn2002 Pensent

généralement fuwse produit par une attaq

nucléophile sur le carbone carbonyle du peptide aianblécule d'eau clytique (Szecsi,

992 ;Dunn, 2002).

A partir d'études structurelles aux rayons X d'usmplexe endothiapeine-

difluorostérone inhibiteur Meerapandialet al, 1992)ont proposé un mécanisme de réact

illustré a la figure 8.

aspartiques proposée par(Veerapandian et al, 1992 cité parUniacke-Lowe et al,

2017).
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Fig.8: Représentation schématiquedu mécanisme catajtique des protéases




Le carbonyle de la liaison scissile est protoneAsp34 et subit simultanément une
attaque nucléophile par une molécule d'eau, quaetbtée par Asp216 déprotoné (Palmer,
2010).

La premiére étape de la réaction est un trandfegroton de la molécule d'eau a la
dyade Asp216 avec un transfert simultané d'un prdela dyade a I'oxygéne carbonyle de la
liaison peptidique ; ces transferts de protonsésgntent la force motrice de la formation de
la liaison entre le substrat et l'eau et conduisganta formation d'un intermédiaire
oxyanionigue tétraédrique qui est hydrolysé par cgatlyse acide-base impliquant un
transfert simultané de protons de l'intermédiaile dyade et de la dyade a I'atome d'azote du
substrat (Polgar, 1987).

Jameset al (1992) ; Coatest al (2001) ont proposé un mécanisme similaire. Noghro
(2001) compte a lui a suggéré un mécanisme capaéytqui implique la formation d'une
liaison hydrogene a faible barriere entre les dégidus Asp du site actif et le réarrangement
des protons autour d'un intermédiaire cyclique atanons.

Andreeva et Rumsh (2001) ont examiné la structtiséatline du site catalytique des enzymes
de type pepsine (fig.9), ont signalé qu'en plusadmolécule d'eau (W 1), qui assume le réle
de nucléophile pendant la catalyse, une autre mi@ateau (W2), a proximité des groupes
actifs, est entierement conservée dans les pregsnaspartyl. Cette molécule d'eau joue un
réle essentiel dans la formation d'une chaine sidus liés a I'hydrogéne entre le rabat du site

actif et les carboxyles actifs lors de la fixataunligand.




Fig. 9: Structure tridimensionnelle de la zone du site actifle la pepsine porcine (DB
ID : 4PEP ; Sieleckiet al, 1990).

La molécule d'eau (W1) eactiveL'hydroxyle de Tyr75 forme des liaisons hydrog
a l'intérieur de la molécule, ce qui entraine tanfation d'une chaine continue de résidus li
I'hydrogéne a savoir la Trp3Byr75-W2-Ser35-Asp32qui s'étend rabat au site act Pour
Le groupe hydroxyle de Thr2, il est situé a une distance de liaison hydrogene dhoxge

Asp215 et proteége ce carboxyle de la protonatiomiéiru acid.. (Andreeviet al, 2001).

Les résidus présentdans (la ficl1) sont conservés dans les enzymes de type pe
a quelques exceptions prgsndreeva et Rums 2001)Ces données suggérent une nou\
approche pour comprendre le role des ré: qui entoure le siteatalytique ce qui peut aider

au développment de la réaction clytique.

@



[I.  L'application industrielle des enzymes coagulantes

3.1. Vue d’ensemble sur les enzymes utiliser en wustrie

Les enzymes coagulantes sont une nécessité alsmlunda production de fromages
affinés. Ces coagulants sont des préparations yuteew protéolytiques (Jacadt al, 2011;
Shahet al, 2014) et sont de différentes sources : aninmlerobienne, végétale et, depuis

peu, issues de modifications génétiques.

Plusieurs protéases animales sont utilisées pofabkication de fromages. Toutefois,
la présure (mélange de chymosine et de pepsinejesstes loin la plus employée et est
considérée comme étant la meilleure enzyme deutatean du lait (Abi-Azar, 2007). Le
principal coagulant de la présure est la chymogingeprésente 80 % de I'enzyme contre 20

% pour la pepsine (Abakar, 2012).

De nombreuses protéases microbiennes agissenta dméme maniere que la
chymosine. Toutefois, ces enzymes montrent uneitcfirotéolytique plus élevée pendant la
fabrication du fromage. L’enzyme dhizomucor miehesst le coagulant microbien le plus

couramment utilisé pour la production fromageredbat al, 2011).

De nombreuses préparations coagulantes végétaiesannues. Elles sont obtenues
par macération de divers organes de plantes sup&si€Adoui, 2007). Malgré le nombre
élevé de coagulants végétaux, leur applicationnelnstrie est tres limitée. Toutefois, des
études ont révélé que certaines enzymes végétaleprometteuses.

Les présures recombinantes représentent actueltetieéd 80% du marché mondial de
la présure (Johnson, 2006 ; Jacob, 2011). Difféeeétudes ont prouvé que la chymosine
recombinante et la chymosine de veau standardrmepartent de la méme facon dans toutes
les conditions étudiées. Aucune différence engdrtemages n’a été observée du point de vue
sensoriel et chimique (Yegin et Dekker, 2013).




3.2. L’application dans la filiére laitiere

La premiere étape de la transformation du laifremage est la coagulation. Quand
elle s'effectue par la voie enzymatique, elle reswd’'une déstabilisation de la fraction
caseéinique par hydrolyse spécifique de la casdiaisqn PhelO5Met 106) sous l'action de
chymosine (E.C.3.4.23.4). Dans la présure extdetéa caillette de veau nourri au lait, cette
enzyme se trouve en compagnie d’'une autre prot@ssgilante : la pepsine (E.C.3.4.23.1-2)
(LINDEN, 2012).

Pour pallier aux déséquilibres de I'offre et dedEemande en matiére de présure de
veau, différentes solutions ont été proposées avdiis la mise en ceuvre de protéases
d’origine animale (pepsine bovine, pepsine porgid®rigine végétale (Cynara cardunculus),
d’origine microbienneEndothia parasitica, Mucor pusillus, Mucor mieheu I'utilisation de
chymosine recombinante (DESMAZEAUD et SPINNLER, 1p%ette protéase produite
chez Kluyveromyces lactis, Escherichia cobu Aspergillus niger est autorisée en

remplacement de la présure de veau dans certars@allin et coord, 2015).

La mise en ceuvre de substituts de chymosine aépescussions a la fois sur la
texture, le rendement fromager et 'affinage. Lespgcificités enzymatiques sont, en effet,
différentes de celles de la chymosine ; de plus, fétention dans le caillé lors de I'égouttage
est inférieure a celle de la chymosine. Par contrechymosine recombinante a des
caractéristiques physico-chimiques et des progiétagulantes identiques a celle du veau
(TEUBER, 1990).

Le choix de I'enzyme coagulante est une décisimportante qui appartient au
fromager. La sélectivité de la coupure de la casKimssure en effet I'intégrité des protéines
pendant cette transition délicate du lait liquidecaagulum. Une enzyme trop peu sélective
risque de continuer a hydrolyser les caséines per@g@ghase de coagulation. On risque alors
Ce risque est majeur : il détermine le rendemeoimé#mger, c’est-a-dire le nombre de
kilogrammes de fromages que I'on obtient pour llfgkammes de lait mis en ceuvre. C’est
un critere principal de la réussite économique alérdansformation fromagere. (Collin et
coord, 2015).

En perdant un pour cent de rendement, on remegese la rentabilité globale du
processus de transformation du lait en fromagea {Listifie le fait que I'on juge d’abord les

enzymes coagulantes sur leur aptitude a préseaseehdements (KERJEAN, 1995).




La texture, la saveur et I'arbme du fromage sa@ntrdsultante de modifications
physico-chimiques des fractions protéiques et iljpids consécutives a I'action des enzymes
et des micro-organismes.Les protéases et les $ipespliquées dans le déroulement de

I'affinage sont :

— présentes dans le lait : plasmine (E.C.3.4.21.7) ;
— apportées par les agents coagulants : chymogiases ;

— secrétees ou libérées par les micro-organismesinleflore secondaire.

En ce qui concerne la chymosine, dans les fromageite cuite, de type emmental,
comté, beaufort, grana, parmesan..., 'enzyme daatu n’intervient pas ou de facon
marginale dans la protéolyse pendant I'affinagechauffage du caillé en cuve autour de 53
°C inactive, en effet, en trées grande partie cetieyme. Pour les autres fromages (par
exemple, type pate pressée : gouda, cheddar.chylmosine coupe la caséine asl dans la
premiere phase de la protéolyse pendant I'affinGgéte activité protéolytique jouera un role
majeur sur la formation de la texture et du golfrdmage prét a la consommation (Roset,
2019).

L’ensemble des enzymes susceptibles de jouer len déns le déroulement de
I'affinage est de mieux en mieux connu. De nombesusudes ont été réalisées pour tenter
d’accélérer le déroulement de l'affinage, pour @duire les codts, notamment dans le cas de

pates pressé€BOX et al, 1991). Plusieurs voies sont envisagées :

— addition directe d’enzymes (protéases et lipasas} de lait ou le caillé sous
forme libre ou encapsulée (liposomes) ;

- lyse des micro-organismes du fromage (lysozymewysphagique) pour
libérer leur contenu enzymatique ;

— surexpression des activités protéolytiques-peptidas des micro-organismes

(levains).

En résumé, I'importance des acides gras libress da flaveur caractéristique de
différents produits laitiers n’a cessé de croii@®ertains acides gras, comme les acides
caproique caprylique et caprique donnent un goduagpit, poivré au fromage. Les lipases
actives dans les fromages « italiens » (provolom®ano...) sont traditionnellement dérivées

de caillettes des jeunes veaux ou d’agneaux (Catllad 2015).




Conclusion générale

La présure de veau est le coagulant traditiolnplus utilisé pour la coagulation du
lait depuis de nombreuses années et connue conamiel'éigrédient clé dans la fabrication

des dérivés du lait tels que : le fromage, yaoeits,

Avec I'évolution du temps, le marché mondial d@idaduction de la présure de veau a
cessé d’augmenter pour des raisons diverses naatrianmaladie de la vache folle qui a eu
un impacte cruciale sur I'élevage et la reprodurcties troupeaux ainsi que l'augmentation

de la consommation des produits laitiers dans ledao

Ces dernieres décennies plusieurs recherches éormeéhnées afin de palier a ce
manque, en développant d’autres sources pour peodiette présure, cependant, les
coagulants d’origine végétales, microbiennes et phfgemment recombinants ont vu jour au

niveau des industries agroalimentaires notammeéilidee laitiére.

Les coagulants de différentes origines ont étdiés par de nombreux chercheurs qui
ont démontré qu’il y avait des similitudes entre ddférentes préparations enzymatiques et la
présure sur le plan nutritionnel, organoleptiqueeehnologique.

L'application de ces succédanés de présure de, wedent chaque jours leur taux
d’utilisation dans les industries laitieres augrneemius précisément les présures produites par
génie geneétique (FPC) qui occupe 60% ; a la demahdeonsommateur et préserver

I'évolution de la production journaliere de cesuntties agro-alimentaire.
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