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Introduction         

De part sa composition le lait est considéré comme étant un aliment parfaitement adapté 

aux besoins nutritionnels et physiologiques du corps humain à tout stade de la vie, mais la 

courte durée de sa conservation a conduit à sa transformation en caillé. Cette technique est 

utilisée dans les industries fromagères pour la fabrication de fromage. 

Il est connu depuis longtemps que l’homme a utilisé plusieurs méthodes  pour  faire cailler 

le lait de ses chèvres, brebis et ses vaches, dont l’enzyme coagulante était juste d’origine 

végétale, la plus connue est extraite du figuier, qui a été utilisée pour la première fois par les 

Bergers grecs. Mais avec la technologie, plusieurs techniques d’extraction de l’agent 

coagulant ont été développées. 

La présure animale qui renferme essentiellement de la chymosine, constitue l’agent 

coagulant le plus utilisé dans la coagulation enzymatique du lait. Elle est extraite à partir  des 

caillettes de veau non sevrés, ce qui affecte lourdement les coûts par la faiblesse du rendement 

en viande. Selon Ramet, (1997) l’utilisation de la présure, comme agent coagulant le lait, est 

confrontée à la contrainte de sacrifice des jeunes veaux, en conséquence l’industrie fromagère 

subit une crise d’approvisionnement de ce coagulant .Cette situation a donné une impulsion 

aux recherches sur les enzymes de remplacement de la présure.  

Pour cela et pour répondre aux exigences des industries fromagères, plusieurs recherches 

ont été  faites pour trouver d’autres enzymes de remplacement. 

En effet, différentes protéases obtenues à partir de plantes, d’animaux, de bactéries et de 

moisissures ont été proposées, mais seulement un nombre limité a dépassé le stade 

expérimental. D’après Anifantakis et Kandarakis, (1983), la principale contrainte est liée 

aux activités protéolytiques indésirables développées par ces succédanés, et qui affectent le 

rendement fromager et la qualité organoleptique des produits finis. 

Certains succédanés d’origine animale, en l’occurrence bovine, ovine…... peuvent être 

considérés comme des produits de remplacement acceptables de la présure de veau ; il 

convient toutefois de signaler comme pour la présure, que leur disponibilité reste tributaire du 

marché de la viande. (Eck, 1987).  
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Dans notre travail on s’intéresse à l’extraction et la caractérisation   d’une protéase 

coagulant le lait dénommée la pepsine ovine, issue des caillettes d’ovins adultes, puis sa 

concentration, par la suite, son utilisation pour la coagulation du lait cru issu de deux races de 

vaches différentes : Montbéliarde et Holstein. 

  Dans cette étude la première partie est réservée à la revue bibliographique, dans laquelle 

on donnera quelques généralités sur les enzymes de coagulation de lait, ainsi que les facteurs 

influençant  la production laitière, et un  aperçu sur l’élevage bovin en Algérie. Une seconde 

partie  est consacrée à la description du matériel et méthodes nécessaires  pour la réalisation 

de notre travail. Les résultats obtenus sont détaillés dans la troisième partie.  
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        Chapitre I : généralité sur le lait 

1. Définition : 

 

 D’après la définition du premier congrès international pour la répression des fraudes  à 

Genève ; en 1908, le lait est le produit intégral de la traite totale et ininterrompue d’une 

femelle laitière bien portante, bien nourrie, il doit être exempt de colostrum. 

 

2. Caractères et compositions du lait  

 

Le lait est un liquide de couleur généralement blanchâtre, légèrement visqueux, sa saveur 

est douce et son odeur faible mais identifiable, le  pH du lait est voisin de la neutralité.ces 

caractères physico-chimique varient selon les espèces, les races et également la lactation.   

Il contient les trois principaux nutriments (glucides, lipides, protéines), les sels minéraux 

comme (le calcium, le phosphore et les vitamines). 

3. Facteurs de variation de la qualité de lait  

 

3.1. La race  

 

 Généralement les races les plus laitières  présentent un plus faible taux de matières grasse 

et protéiques, or le choix d’une race repose sur un bilan économique global, c’est pour quoi 

un éleveur à tendance à privilégier les races qui produisent un lait de composition élevée 

(Andelot, 1983). 
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Tableau n°1 : Chiffres clé par race (caractéristique des lactations) en 2001 

Races  Durée de 

lactation (jour) 

Production 

moyenne (Kg) 

TB 

(g/Kg) 

TP (g/Kg) 

Prime Holstein 326 7679 40,7 31,5 

Montbéliarde 295 6110 38,8 32,4 

Normande 302 5410 43,5 34 

Abondance 287 5001 37,3 32,7 

Brune des alpes  320 6470 40,8 33,5 

Simmental 290 5240 40 33,2 

Pie rouge des 

plaines  

300 6296 42 32,4 

Tarentaise  269 4007 35,9 32 

Salers  243 2407 33,2 32,8 

Jersiaise  299 4181 56,4 32,4 

Vosgienne  302 5415 40,1 32,5 

Flamande 302 5415 40,1 32,5 

Bleue de Nord  281 4422 36,8 30,7 

Blanc Bleue  186 4693 36,4 30,8 

Bretonne pie noire 261 2308 44 33,3 

                                                                                             Source : Cauty et Perreau (2003) 

3.2. L’âge  

 Avec l’avancement de l’âge des vaches, il y a une  altération des capacités de synthèse du 

tissu sécréteur et une augmentation de la perméabilité tissulaire, en particulier sous l’effet des 

mammites survenues au cours des lactations précédent. Ceci affecte positivement la teneur de 

lait en protéines et négativement le rapport caséines/protéines, notamment après la 4
eme

 

lactation et lorsque la numération cellulaire augmente au de là de 200 000 cellules/ml 

(Coulon et al., 1998) 

3.3. Stade de lactation  

 

Les teneurs du lait en matières grasses et protéiques évoluent de façon inverse à la quantité 

du lait produite 
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Elevées au début de lactation après un palier de 15 à 140 jours, les taux croissent plus 

rapidement dans les trois derniers mois de lactation (Charon, 1986). 

 

3.4. La traite 

 

La composition du lait excrété varie au cours du traite. L’allongement de l’intervalle entre 

deux traites peut faire baisser le taux butyreux du lait de la 2
eme

traite, d’où  la nécessité de 

traire à des heures régulières pour favoriser une activité normal de la mamelle. 

 

3.5 . Effet de la saison  

La saison est parmi les facteurs important de variation de la composition du lait, elle  

entraine des changements hautement significatifs de toutes les variables étudiées. La teneur en  

matières azotées et la composition  en acides gras varient d’une manière plus systématique, 

avec la saison que le taux butyreux. (Masson et al., 1978)  

3.6. Effet de l’alimentation  

L’alimentation n’est pas un des principaux facteurs de variation du lait mais elle est 

importante car elle peut  être modifiée par l’éleveur. (Charon, 1886).                                                                                                            

Selon Stoll (2003), un déficit protéique de langue durée dans une ration des vaches laitières 

peut engendrer de fortes baisses du taux protéique du lait. D’une part, un manque de matières 

azotées pour les microorganismes conduit à une réduction de leur activité en conséquence une 

baisse de la digestibilité des aliments et ainsi une diminution des apportes énergétique à la 

vache. D’autre part,  la synthèse des protéines microbiennes ralentit, entraine une diminution 

de protéines du lait.   

3.7. Effet de l’état de santé de l’animal 

Toute affection se traduit chez la vache en lactation par une baisse de production, le 

mauvais fonctionnement rumen ou du foie, et les mammites perturbent la sécrétion Lactée 

(Durand, 1974). 

Dans le cas des mammites, le lait subit des modifications importantes par l’augmentation 

de la perméabilité de l’épithélium  mammaire  qui permet à certains constituants du sang de 

passer dans le lait, on constate alors que les teneurs en lactose, en caséine, lipides totaux et 

l’acide citrique diminuent, tandis que les concentrations en protéines sériques et matières 
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minérales augmentent. En plus on constate aussi l’augmentation du taux des plasmines, 

protéines naturelles du lait, ce qui entrain une dégradation importante des caséines β, et 

l’apparition de peptides que l’on peut regrouper sous l’appellation de caséines  γ  et  de 

protéases- peptones (Desmazeaud, 1994). 

Le lait provenant des vaches atteintes de mammites, présente un rendement fromager 

diminué et des difficultés de coagulation.       

4. Phénomène de la coagulation du lait  

 

La coagulation est une étape fondamentale dans la fabrication de fromage, elle peut être 

obtenue soit par voie fermentaire à l’aide des bactéries lactique, soit par voie enzymatique à 

l’aide d’enzymes coagulantes, ou par action mixte. 

  

4.1. Coagulation par voie fermentaire : 

 

Consiste à précipiter les caséines à leur point isoélectrique (phi=4,6) par acidification 

biologique à l’aide des ferments lactiques ou par acidification chimique (injection de co2, 

addition de glucano -6-lactane, ou ajout de protéines sériques à pH acide (Jeantet et al., 

2007) 

4.2. Coagulation enzymatique  

 

Consiste à la transformation du lait de l’état liquide à l’état gel par action d’enzymes 

protéolytiques, les plus souvent d’origine animale. 

 

A. Phase primaire ou enzymatique :  

 

  Correspond à l’hydrolyse de la caséine κ au niveau de la liaison phényle alanine (105) et 

méthionine (106) ;  

B. phase secondaire ou de dégradation des micelles déstabilisées :  

 

Cette phase commence à pH 6,6 lorsque 80 à 90% de la caséine κ est hydrolysée (Jeantet  

et al., 2007). 

Elle correspond  à la coagulation proprement dite, qui nécessite absolument les ions 

calcium, mais qui ne peut pas se produire à 0°C (Desmaseaud et spinnles, 1997). 

C.Phase tertiaire ou phase de réticulation  
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Conduit à la formation du gel (Jeantet et al., 2007). Les micelles agrégés subissent de 

profondes réorganisations par la mise en place des liaisons phosphocalciques qui peuvent 

former des ponts disulfures entre  les paracaséines (Mahaut et al., 2000). 

 

4.3.Coagulation mixte : 

 

Elle résulte de l’action conjuguée de la présure et de l’acidification lactique. 

Pour la plupart des fabrications, la coagulation est obtenue par voie enzymatique et 

s’accompagne d’une acidification dont l’intensité varie avec le type de fromage désiré (Stall, 

1996). 

Le coagulum obtenu présente des caractères propres se situent entre ceux d’un gel lactique 

et de la présure (Eck, 1990). 

5. les enzymes coagulantes du lait  

  

5.1. La présure 

 

La présure est l’agent coagulant traditionnellement utilisée pour la coagulation du lait 

en vue de la fabrication de la majorité des fromages. 

La dénomination  « présure » est donnée à l’extrait coagulent provenant du quatrième 

estomac (caillettes) du jeune ruminant abattu avant sevrage (Lenoir et al., 1985). 

Selon Pien(1974). Elle doit son pouvoir à une enzyme particulière : La chymosine qu’elle 

renferme à (80%),celle-ci est souvent accompagnée d’une autre enzyme : La pepsine (20%). 

La proportion relative de ces deux enzymes varie avec l’âge de l’animale à partir du quel la 

présure est extraite. 

 En effet, l’enzyme récupérée d’un animal adulte contient 90% à95% de pepsine et 

seulement 6 à 10% de  chymosine (Brome et al., 1998). 

A. La pepsine  

 

La pepsine est une protéase acide présente dans le suc gastrique de tous les mammifères et 

les oiseaux. 

L’une de ces remarquables caractéristiques est sa grande activité dans des milieux très 

acides. 

Selon Grandy (1978), la pepsine est relativement stable à des pH compris entre  5 et 5,5, 

avec un optimum d’activité vers un pH de 1,8 qui varie selon la nature du substrat, elle est 
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thermosensible en solution à 55°C et complètement dénaturée au de là de 70°C (Gour Soud, 

1999). 

 

B. La chymosine : 

 

La chymosine représente la majeur partie de la présure, elle est caractérisée par un 

Effet coagulant important conduit à la coagulation du lait par déstabilisation des micelles de 

caséines qui sont attaquées en surface par l’enzyme. (Payens, 1989). 

Le pH optimum d’action de cette protéase est de 5,1 à 5,5, (Fox et Mulvihille, 1990).Au 

pH du lait 6,2 – 6,6, la chymosine représente plus de 80% de l’activité coagulante. 

5.2. Les succédanés de présure 

 

Sont des enzymes ou  bien des mélanges d’enzymes qui ont les mêmes propriétés  que 

La présure et qui peuvent la remplacer efficacement et à moindre coût.  

Le classement  qui se fait de nos jours sur les succédanés de présure se base sur leur 

origine .selon (Mahaut et al., 2000) on a trois catégories de coagulases qui sont les 

coagulases d’origine animale, microbienne et végétale. 

 

a. Les succédanés d’origine animale  

 

1. La pepsine bovine : 

 

C’est l’une des constituant de la présure, la sécrétion de cette enzyme devient importante 

après sevrage. Cette protéase devient inactive à des valeurs de PH au dessus de 6,7. 

 

2. La pepsine porcine  

 

La pepsine porcine est une protéase à caractère plus acide que la chymosine, son activité 

est bonne en milieu acide. Mais décroit fortement au-dessus de ph 6,3, mélangé à la présure à 

raison de 50/50, la pepsine porcine parait être d’une utilisation plus large surtout dans les pays 

anglo-saxons (Ech, 1990).    

 

3. Pepsine avicole : 

 

La pepsine d’origine avicole extraite du pro ventricule du poulet a fait l’objet de plusieurs 

études pour être utilisée comme remplaçante de la présure dans la fabrication de fromage de 
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type cheddar et Emmenthal, la coagulase extraite du pro ventricule du poulet Galus galus a 

été utilisée également pour la fabrication du fromage type camembert, les résultats obtenus 

n’ont pas révélé de différences notables sur le rendement et sur la qualité organoleptique 

comparant au camembert issu de la présure (Morsli, 1997). 

 

4. Pepsine de morue :  

  

Des extraits enzymatiques à base de pepsine extraite de la paroi interne de l’estomac de la 

morue coagule le lait à 15°C, c’est la meilleure température d’activité  comparant à la 

chymosine du veau (Breuler et al. 1984, Serban, 1993). 

 

5. Pepsine de lapin : 

 

Ce type de succédané est utilisé au Sahara (Ahggar) par les nomades qui ont fabriqués du 

fromage à partir du lait de dromadaire en utilisant des morceaux extraits d’estomac du lapin 

qui contient de la pepsine. 

 

b. Les succédanés d’origine végétale  

 

Plusieurs espèces végétales ont été utilisées comme source de coagulase, bien longtemps 

avant les micro-organismes. 

Entre autre, la Ficine de latex du figuier  (Chadat et Rouge 1906).La bromeline extraite 

du jus d’ananas (Cattaneo et al. 1994 ; Froc, 2001), la papaïne extraite de la papaye 

(Cabezas et al. 1981 ; Froc, 2001). 

Ces protéases végétales sont extraites à partir de divers organes de plantes supérieurs (feuilles, 

fleures, fruits et graines).généralement les coagulases d’origine végétales sont rarement 

utilisées dans la fabrication de fromages industriels, leur utilisation est limité dans la 

fabrication traditionnelle comme le fromage frais « Djben » fabriqué à base d’extrait. 

Enzymatique issus de Cynara cardunculus, ou de Ficus carica dans les régions 

montagneuses. 

c. les succédanés d’origine microbienne  

   

Grâce à leur aptitude en fromagerie les enzymes microbiennes sont considérées comme 

une source importante de production de coagulase et aussi pour le remplacement de la 

présure. 
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On distingue deux types de succédanés microbiens selon leur origine : 

A. Succédanés bactériens  

 

Comme le nom l’indique ce type de succédané prévient des  bactéries, ces dernieres ont 

une activité protéolytique très élevée. 

Aucune préparation de ces enzymes bactérienne n’a dépassée le stade expérimentale, on cité à 

quelques espèces qui de part leur activité protéolytique pourront faire office de succédanées 

de présure (Bouslier, 1974). 

Bacillus brevis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, micrococus lipliticus, streptococus feacalis. 

B. Succédanés fongiques  

 

Les résultats obtenus on utilisant ces coagulases sont très satisfaisants en comparant aux 

bactéries. 

Leur utilisation a dépassé l’expérimentation, plusieurs préparations à base de ces enzymes 

ont été commercialisées sur le marché international. 

5.3. Les critères d’enzyme de remplacement  

 

Tous les succédanés de présure doivent présenter certains nombres de critères pour qu’ils 

soient apte à une utilisation industrielle, les plus important de ces critères sont les suivants 

(Boudier, 1974). 

 Odeur et couleur faible. 

 Bonne solubilité dans l’eau. 

 Absence de toxines. 

 Une bonne activité coagulante dans les conditions standards de mesure. 

 Une activité protéolytique faible. 

 Le rendement fromager doit être élevé. 

 Absence d’amertume et de friabilité du caillé. 

 Longue période d’activité de l’enzyme.                      
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Chapitre II : Situation de l’élevage bovin en Algérie  

1. L’importance de l’élevage bovin en Algérie 

  

L’élevage bovin joue un rôle important dans l’économie agricole algérienne. Il contribue à 

la couverture de besoins nationaux en protéines animales, mais aussi à la création d’emploi en 

milieu rural (Mouffok, 2007). 

 

2. La politique laitière en Algérie  

 

Le développement de la production nationale  de lait  cru et son intégration dans le secteur 

industriel est un choix stratégique, maintes  fois réaffirmés par les pouvoirs publics. Il s’agit 

d’un défi à relever  pour diminuer la dépendance en poudre de lait, et en matières grasse 

laitière importée en contribuant  à mettre fin d’une manière définitive à la vulnérabilité de 

l’Algérie en matière de couverture de ses besoins en lait et assurer sa sécurité alimentaire. 

     La politique des quotas laitiers (distribution de la poudre par l’ONIL) doit être un outil de 

développement  de la production national du lait cru et non l’inverse, et également de 

stabiliser les dépenses budgettraire pour le lait en maintenant le soutien des prix à la 

consommation pour le lait en sachet et de garantir la stabilité des prix aux producteurs laitiers. 

3. Les races constituantes le cheptel bovin laitier  

 

On distingue 3 catégories de cheptel bovin laitier en Algérie qui sont : la race locale, la 

race améliorée et la race moderne. 

 

3.1. La race locale 

  

Ce type de race est rarement à l’état pur, très rustique et de petit gabarit. Cette race est 

conduite en système extensif par des éleveurs privés assurant une production mixte (viande et 

lait), elle est généralement nommée GUELMA ou CHEURFA (Korchi, 1990). 

Présente 39% du cheptel national et assure 20% de la production laitière (Mimouni, 2000). 

Les performances de production de la race locale sont généralement médiocres, elles sont 

en revanche composées par de remarquables facultés d’adaptation au milieu  (Hassas, 2000). 

3.2. La race améliorée  

 

Elle est issue de multiples croisements entre les populations locales et les races importées. 

Parmi ces races on cite : La Tarentaise, la Charolaise et la Schwitz. 
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En 1998, ce cheptel était estimé à 555 000 têtes, soit 42% à 43% du troupeau, et assurait 

42% environ de la population (Boulahchiche, 1997, Bencharif, 2001). 

3.3. La race moderne  

 

Elle se situe au niveau des plaines et périmètres irrigués du nord les zones à haut potentiel 

de production fourragères. 

C’est un élevage intensif localisé pour sa majorité au niveau du secteur public ; constitué 

par la Montbéliarde et la Holstein (Hassas, 2000).La production laitière dite « moderne », qui 

repose sur un cheptel bovin de 120 000 à 131 000 vaches importées à haut potentiel 

génétique, soit autour de 9% à 10% de l’effectif national, assure environ 40% de la production 

nationale totale du lait de vache (Bencharif, 2001). 

4. Les systèmes de production en Algérie  

 

D’après yakhlef, 1989, l’élevage bovin algérien est hétérogène, il se caractérise par 

l’existence de deux systèmes productifs, l’un intensif basé sur des races importées à haut 

potentiel génétique et l’autre extensif comportant des races locales (Anonyme, 2007). 

 

a. Le système de production intensif  

  

Ce système est dit BLM, « bovin laitier moderne », se localise dans les zones à fort 

potentiel d’irrigation autour des villes (Bencharif, 2001), cet élevage est constitué de diverses 

races bovines importées, spécialisé principalement dans la production laitière, il est détenu 

pour sa majorité par le secteur public. (Anonyme, 2007). 

D’après Nedjraoui (2001), la taille des troupeaux reste variable d’une exploitation à une 

autre. 

b. Le système de production extensif  

 

Le système de production « extensif » dit « bovin laitier amélioré » BLA, renferme les 

races locales et les races croisées, localisées dans les zones  montagneuses et forestières, ce 

système est orienté vers la production de viande (78% de la production nationale), la taille des 

ateliers est relativement réduite, 1à 6 vaches (Bencharif et Nedjraoui, 2001).  
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        Chapitre I : Obtention et caractérisation de l’extrait enzymatique brut   

1. Matérielle biologique 

 

La matière biologique utilisée dans cette étude, pour extraire la pepsine ovine est 

constituée des caillettes d’ovins adultes, récupérées à l’état frais, au niveau de l’abattoir de 

Tizi-Ouzou. Ces dernières sont ensuite lavées à l’eau de robinet puis dégraissées, découpées, 

broyées à l’aide d’un mixeur, conditionnées dans des boites en plastique, puis congelées à -18 

°C pendant 24 à 48h. 

La décongélation  se fait  d’une manière progressive pour éviter les chocs thermiques à des 

températures ambiantes.  

 

Figure n °1 : image d’une caillette ovine 

2. Obtention de l’extrait enzymatique brute (EEB) 

 

2.1. Procédé d’extraction 

    

L’extraction s’effectue selon la méthode de Valles et Furet (1977).Après décongélation, 

on verse le broyat des caillettes dans un bécher en verre pour prendre son poids ,en suite on le   

soumet à une macération dans une solution de HCL 0,2 M, en respectant le rapport (P /V), 

(poids des caillettes X 1,25) ml d’une solution d’HCL 0,2M rajoutée sur les caillettes, puis on 

procède à la pesée, en suite on  agite un peu avec une spatule propre, le mélange est porté à 
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40°C dans un bain marie et maintenu pendant 45 à 60 min, en agitant de temps en temps. À la 

fin de l’incubation les résidus des caillettes sont séparés à l’aide d’une passoire. 

A la macération brute obtenue on ajoute 1% (V/V) en volume d’une solution de sulfate 

d’aluminium  (1M) et 5%(V/V) d’une solution de sulfate  disodique (1M), chauffée à 42°C 

après agitation et repos de quelques minutes, le mélange est filtré sur papier wathman, le 

filtrat ainsi obtenu est pesé en (g) : c’est l’extrait enzymatique brute (EEB). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Partie II                                                                                     Matériels et Méthodes 
 

 

16 

Caillette ovine 

Nettoyage + broyage  

Congélation du broyat à-18°C 

Décongélation 

Macération du broyat dans une solution d’HCL 0,2M 

Filtration du broyat à l’aide d’une passoire  

Incubation à 42°C pendant 45 à 60 minutes   

Addition d’une solution de sulfate d’aluminium 

(1M) et sulfate disodique (1M)  

Chauffé à 42°C après agitation et repos de quelque 

minute 

Filtration sur papier wathman  

Le filtrat obtenu présente l’extrait 

enzymatique brut 

 La figure 1 résume les principales étapes d’extraction de la pepsine ovine. 

 

 

 

[Tapez une citation prise dans le document ou la synthèse d'un passage intéressant. Vous pouvez 

placer la zone de texte n'importe où dans le document. Utilisez l'onglet Outils de zone de texte pour 

modifier la mise en forme de la zone de texte de la citation.] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°2: les principales étapes d’extraction de la pepsine ovine (Valles et Furet ,1977) 
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Figure n° 3 : Extrait enzymatique brute 

2.2. Concentration de l’extrait clarifié  

Après filtration, on prend un poids donné de macération clarifiée au quel on rajoute deux 

fois son poids d’une solution saturée de NaCl qui contient 1% V/V d’HCl concentré d=1,19. 

Le mélange est agité et laissé au repos pendant 1h, on procède à une centrifugation à 

2100T/min pendant 20min, afin de récupérer  le culot et rejeter  le surnageant, on note ensuite 

le poids du précipité humide, et on lui  rajoute une quantité déterminée d’eau distillé 10% 

P/V. 
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Le pH est ajusté à 5,5 par une solution de phosphate disodique 1M, la conservation est 

réalisée à 4°C après l’addition de quelques grammes de thymol.   

 

Figure n°4 :l’extrait enzymatique concentré 

 

3. Etude de l’extrait enzymatique brut 

 

3.1. Mesure de l’activité coagulante de l’extrait enzymatique brut 

 

L’activité coagulante ou  la force coagulante  de l’extrait enzymatique brut (EEB) est 

déterminée selon la méthode de soxhlet décrite par Tsoulet (1979). Cette méthode permet 
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d’exprimer l’activité de l’extrait enzymatique en force coagulante (unité soxhlet : US).Cette 

force coagulante définit le volume du lait coagulé par unité de volume de l’extrait 

enzymatique en 40 minutes, à 35°C. 

L’évaluation de cette mesure est fixée dans les conditions standards suivantes : 

 Volume de la solution enzymatique                      1ml. 

 Volume du lait à coaguler (substrat de Berridge)  10ml. 

 Température du lait                                               35°C. 

 pH  de lait                                                              6,4. 

Cette force est calculée par la formule suivante : 

 

𝑭 =
𝟐𝟒𝟎𝟎 × 𝑽

𝑻𝑪 × 𝒗
 

Avec : 

 F : force coagulante de l’extrait enzymatique ; 

 V : volume du substrat de Berridge ajuster à pH 6,4 et porté à 35°C ; 

 𝒗 : volume de la solution enzymatique ; 

 𝑻𝑪 : temps de coagulation en seconde ; 

3.2. Préparation de substrat de Berridge (Annexe n°2) 

 

3.3. Mesure du temps de coagulation  

 

Le temps de coagulation est mesuré par la méthode de Berridge rapporté par collin et al. 

(1977), dont le principe consiste à ajouter 1ml de l’extrait enzymatique à 10ml du substrat de 

Berridge incubé à 35°C. 

Le temps de coagulation  correspond à l’intervalle de temps compris entre l’addition de la 

solution enzymatique et l’apparition des premiers  flocons de caséines sur les parois internes 

du tube à essai, et qui sont visibles à l’œil nu. 
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3.4. Mesure de rendement de l’extraction (Rt)  

 

D’après Valles et Furet (1981), l’estimation de la quantité d’enzyme récupérée à partir 

d’un poids donné de matière première mise en œuvre est exprimée par le rendement 

d’extraction (Rt). Ce dernier est déterminé en unité d’activité coagulante pour 1g de caillette. 

 

𝑹𝒕 =
𝑨𝒄×𝑷𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒊𝒕

𝑷𝒄𝒂𝒊𝒍𝒍𝒆𝒕𝒕𝒆
 

 

Avec : 

 𝑷𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒊𝒕 : poids de l’extrait enzymatique ; 

 𝑷𝒄𝒂𝒊𝒍𝒍𝒆𝒕𝒕𝒆 : poids de caillette ; 

 𝑨𝒄: Activité coagulante  

 

3.5. Détermination de la concentration en protéines totales  

 

La concentration en protéines totales de l’extrait enzymatique brute est déterminée par la 

méthode Lowry et al. (1951) (Annexe n°3). 

C’est une méthode colorimétrique par référence à une courbe étalon préalablement établie 

suite à l’utilisation d’une solution standard de sérum d’albumine bovine (B.S.A) (annexe 

n°3). 

 

3.6.Mesure de l’activité protéolytique  

 

 L’activité protéolytique des extraits enzymatiques est déterminée selon la méthode de 

Green et Stackpoole (1975), (Annexe n°4) 

L’objectif de cette méthode est d’évaluer le taux de dégradation des caséines pendant la 

réaction primaire, de ce fait, on mesure la concentration en produits d’hydrolyse de la caséine 

exprimé en concentration de tyrosine soluble dans l’acide trichloracétique (TCA à 12%), une 

fois la réaction est arrêtée par l’ajout de TCA , on procède a une centrifugation qui permet de 

séparer le précipité de caséine et le produit d’hydrolyse. Le dosage des peptides solubles est 

effectué selon la méthode de Lowry et al. (1951).    
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3.7. Caractérisation de l’extrait enzymatique  

 

La caractérisation de l’extrait enzymatique se fait par la détermination des conditions 

optimales de l’activité coagulante, cette dernière qui peut être modifier par plusieurs facteurs 

en particulier le pH, la concentration en CaCl2, et la température.    

L’extrait enzymatique clarifié subit une dilution de façon à obtenir un temps de 

coagulation voisin de 12min. 

3.7.1. Influence de la température  

 

La température optimale de l’activité coagulante de notre enzyme est déterminée en 

observant le temps de coagulation le plus court du lait, porté à des températures allant de 25 à 

65°C avec un intervalle de 5°C. 

 

3.7.2. Influence de pH  

 

Le pH optimum d’activité coagulante de l’extrait enzymatique a été déterminé en mesurant 

le temps de coagulation tout en faisant varier le pH du lait de 5,2 à 7 avec un intervalle de 0,2. 

 

3.7.3. Influence de CaCL2  

 

La concentration optimale en CaCL2 du lait est déterminée en mesurant le temps de 

coagulation du lait additionné des quantités de CaCL2 variant de 0,02 à 0,4M/L avec un 

intervalle de 0,02. 

 

3.7.4. Influence de la concentration en enzyme  

 

 L’activité relative correspond au temps de coagulation le plus court, elle est mesurée en 

faisant varier la concentration en protéines de l’extrait enzymatique  par des dilutions de 0,005 

à 0,1.  
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Chapitre II : Etude et essai de coagulation du lait 

I.Présentation de la ferme d’étude 

1. La région d’étude 

 

La wilaya de Tizi -Ouzou est située à 100 Km  à l’est de la capitale Alger, à 125 Km à 

l’ouest de Béjaia et à 30 Km au sud des côtes méditerranéennes. 

Tizi- Ouzou  se situe dans la zone du climat méditerranéen. Toute fois, en raison du massif 

montagneux qui entoure la ville, il peut parfois neiger en hiver. En été, la chaleur peut être 

suffocante car l’air marin se heurte au relief montagneux qui l’empêche d’atteindre la ville  

2. le site  

 

La ferme Taib est une propriété privée, sise dans le village Tighilt Laabid  appartenant à la 

commune de Frikat daïra de Draa El Mizan wilaya de tizi-ouzou, située à 50Km au sud-ouest 

de Tizi-Ouzou et à 115 Km environ au sud-est d’Alger. 

Son territoire est délimité : 

- au nord par la commune d’Ain Zaouïa ; 

-à l’est, par la commune de bounouh ; 

-au sud, par la wilaya de bouira ; 

-à l’ouest et au nord –ouest, par la commune de Draa El Mizan.  
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Figure n °5 : localisation du site d’étude dans la daïra de draa El Mizan 

 

Figure n°6 : image représentative de la zone d’étude frikat 
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3. Mode d’alimentation des vaches laitières  

 

Les aliments distribués dans les rations quotidiennes se présentent sous forme de foins secs  

de sorghot ou d’avoine à raison de 8,6 Kg /vache par jour, et de concentré (5Kg/vache le 

matin et 5Kg /vache le soir) avant chaque traite, l’abreuvement est à volonté.          

II. Prélèvement des échantillons 

 

La traite des sujets est effectuée aux mois de juin 2016, au niveau de la ferme TAIB 

(Tighilt Laabid) Draa El Mizan, tout en prenant le soin de choisir un lot de vaches laitières en 

pleine lactation et de bonne santé (ne présentent pas de mammites ni autres maladies) 

Les échantillons d’analyse sont prélevés après lavage des mamelles dans des flacons en 

verre propres et stérilisés. Réfrigérer sur place, ces échantillons sont par la suite transportés, 

dans des glacières, au laboratoire d’analyse, afin d’éviter le caillage du lait lors de transport. 

Les échantillons ont été étiquetés, au préalable, pour assurer leur identification (date de 

prélèvement, numéro et race de la vache). 

 

III. analyse physico-chimique du lait  

 

L’analyse du lait est une étape très importante en industrie agro-alimentaire, les principaux 

constituant  du lait peuvent varie d’une race à une autre et d’un individu à l’autre d’une même 

race. 

De plus la qualité du lait peut être affectée par des paramètres de production en 

l’occurrence  l’alimentation. 

Pour évaluer ces variations et mettre en évidence les aptitudes à la transformation, il est 

indispensable de procéder à une analyse physico- chimique du lait. 

 

III.1. Détermination de pH du lait 

 

 Le pH du lait  est déterminé avec un pH mètre à température ambiante.  

 

III.2.L’acidité 

 

 Le principe de cet analyse est de doser l’acidité du lait due essentiellement à l’acide 

lactique par titrage avec NaOH en présence d’un indicateur coloré, l’acidité du lait est 

exprimée en (°D), chaque 0.1ml de NaOH correspond à 1°D. 
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III.3. Mesure de l’extrait sec total  

 

L’extrait sec total (exprimé en g/100g) est déterminé à l’aide d’un dessiccateur  infrarouge 

muni d’une balance intégrée. L’échantillon  à analyser est pesé (2,5 g de lait) et bien reparti  

dans une coupelle et soumis à dessiccation à 100°C. Le résultat est affiché sur l’écran de 

l’appareil. 

 

III.4. Mesure de l’extrait sec total dégraissé (ESD) 

  

C’est la différance entre l’extrait sec total du produit et sa matière grasse en pourcentage. 

                   ESD(%) = EST-MG x 100 

III.5. Dosage de la matière grasse (AFNOR 1986)  

 

Il a été réalisé par la méthode acido-butyrométrique de Gerber (NF V 04 6 210). C’est une 

technique conventionnelle qui, lorsqu’elle est appliquée à un lait entier, de teneur en matière 

grasse moyenne, à 20 °C donne une teneure en matière grasse exprimée en gramme pour 100g 

de lait ou 100 ml de lait. Son principe repose sur la dissolution des protéines (annexe n°5). 

 

III.6. Dosage des protéines totales (AFNOR, 1986) 

 

Le dosage des protéines totales du lait à été réalisé par la méthode de kjeldahl (NF V 03-

05). 

Cette méthode, donnée par kjeldahl en 1883, est la méthode de référence internationale 

pour  déterminer la quantité de protéines du lait. Son principe repose sur la minéralisation des 

protéines (annexe n°6). 

       

III.7.L’aptitude à la coagulation 

 

 L’aptitude à la coagulation par la présure et la pepsine par rapport aux différents laits  (de 

référence et expérimental), à été appréciée par la mesure du temps de coagulation, selon la 

technique de Berridge apportée par collin et al. (1977). (Annexe 02), dont le principe est 

fondé sur l’ajout de 1ml de la solution enzymatique à 10ml du lait témoin et expérimental 

incubé à 35°C pendant 30 minutes au préalable.   

L’intervalle de temps compris entre l’addition de la solution enzymatique et l’apparition  

des premiers flocons relevés visuellement sur les parois internes du tubes à essai est définie 

comme étant le temps de la coagulation. 
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La pepsine ovine était déjà préparée en suivant le protocole de valles et Furet. L’extrait 

coagulant utilisé à l’état brut  a une force de 1/1714 et une teneur en protéines de 8,63mg/ml 
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CHAPITRE I : Obtention et caractérisation d’une coagulase (Pepsine ovine) 

1. Obtention et caractérisation de l’extrait enzymatique brut  

 

 Pour pouvoir déterminer l’efficacité de l’extrait enzymatique obtenu, nous avons jugé utile 

d’effectuer des tests comparatifs entre l’extrait enzymatique clarifié obtenu après extraction et 

l’extrait concentré obtenu à partir du premier. 

 

1.1. Mesure de rendement d’extraction (Rt) : 

 L’estimation de la quantité d’enzyme obtenue à partir de la matière première après 

différentes étapes d’extraction est exprimée par le rendement d’extraction (Rt), la quantité totale 

de matière utile est d’environ  141% de la masse totale initiale pour l’enzyme clarifié et 

d’environ  29% uniquement pour l’enzyme concentré. 

Calcul  du rendement :  

                                         Rt  =
Ac ×P extrait

P caillette
 

                                      Rt = 2398.79 

 Le tableau si dessous montre les volumes de l’extrait enzymatique brut et concentré récupéré 

à chaque procédé d’extraction. 

Tableau n°2: les volumes de l’EEB et l’EEC récupéré après les opérations d’extraction 

 Volume de l’EE 

récupéré (ml) 

Poids de l’EEB 

récupéré (g) 

Volume de l’EEC 

récupéré (ml) 

Poids de l’EEC 

récupéré (g) 

Caillettes 700.7 990.2 980.49 _ _ 

Volume de 

l’EEB utilisé 

pour l’EEC (ml) 

 

150 

 

_ 

 

_ 

 

44.4 

 

44 
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1.2. Détermination de l’activité coagulante de l’extrait enzymatique brut :   

 L’activité coagulante est déterminée selon la méthode suivante : 

𝐹 =
2400 × V

Tc × 𝑣
 

𝐹 =
2400 × 10

14 × 1
 

                                                   𝐹 = 1714.28(US) 

 L’activité coagulante de l’extrait enzymatique brut des caillettes ovines est de 1 /1714. Cette 

valeur est largement très faible, comparativement à la présure commerciale de référence, dont la 

force est de 1/10 000, et supérieure à celle trouvée par Hamzioui et Bariz (2008), qui est de 

1/1224, ainsi que celle obtenue par Outaleb (2006) et Benaicha et Sahi (2009), qui est de 1 

/1200. Belhamich (2005) au cours d’une étude réalisée sur l’extraction la purification et la 

caractérisation de la coagulase  de Mucor Pusillus a obtenu une force de coagulation de 1/1200. 

 Les travaux réalisés par Salmani (2003), montrent  que l’activité coagulante et le rendement 

d’extraction varient relativement, de manière proportionnelle avec la quantité des caillettes  mise 

en œuvre. En effet, une augmentation du poids des caillettes entraine une augmentation de 

l’activité coagulante, et une diminution du rendement d’extraction. Cependant, selon le même 

auteur, au-delà de 80 g de caillette mise en œuvre, la variation de l’activité coagulante et du 

rendement d’extraction est relativement faible. 

1.3. Dosage des protéines totales  

 Le dosage des protéines totales de l’extrait enzymatique est effectué par la méthode de 

Lowry (1951). La concentration en protéines totale de l’EEcl obtenu est de 2 mg/ml, cette 

valeur est légèrement inférieure à celle de Benaicha et Sahi (2009), qui était de 2,16 mg /ml, 

ainsi que la valeur obtenue par Lafri et Mihoubi (2008) pour le poulet qui était de 6,9mg/ml.  

Belhamiche (2005) a obtenu un taux de 2,47 mg/ml de protéines pour l’extrait coagulant de 

Mucor pusillus.    

1.4. L’activité protéolytique de l’extrait enzymatique brute 

L’activité protéolytique de L’EEcl de la pepsine ovine a été mesurée selon la méthode de 

Green et Stackpoole (1975) en utilisant comme substrat la caséine du lait.  
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Figure n°7   : Evolution de l’activité protéolytique de  l’EEcl. 

L’évolution de l’activité protéolytique  passe par deux phases, la première à lieu dans un 

intervalle allant de 10 à 90 min, elle se caractérise par une augmentation progressive de 

l’activité protéolytique due au prolongement du temps de contact entre le substrat et la 

coagulase. 

Pour des temps supérieurs à 90 min l’activité protéolytique marque une augmentation 

importante, cette différence de l’intensité de l’activité protéolytique est due à l’action spécifique 

d’hydrolyse de notre  EEB envers la caséine κ et l’action non spécifique  envers les autres 

caséines du lait. 

Agoune et Amrane (2007) ont montré que l’activité protéolytique des coagulases caprines et 

plus importante par apport à celle de la présure. 

Selon ECK (1997) les diverses préparations coagulantes d’origine végétale ont donné des 

résultats assez décevants en fromagerie,car elles possèdent le plus souvent une activité 

protéolytique très élevée qui se traduit par l’apparition d’inconvénients technologiques majeurs. 
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En générale, les coagulases doivent développer une activité faible de protéolyse, capable de 

se manifester sur toutes les protéines du lait pendant l’affinage, car si celle- ci est excessive, elle 

entraine une diminution du rendement fromager (Hamzioui et Bariz, 2008)    

2. Caractérisation de l’extrait enzymatique brut  

La caractérisation permet de déterminer les conditions optimales d’action de l’enzyme 

coagulante dans le milieu où elle se trouve. Cette caractérisation concerne l’influence de la 

température du lait, son pH, la concentration en CaCl2 et la concentration de l’enzyme. 

2.1. Influence de la concentration en enzyme sur l’activité coagulante  

L’influence de la concentration en enzyme sur l’activité coagulante est déterminée en faisant 

varier la concentration en enzyme par des dilutions du 0.002  à 0.1 

 Les résultats rapportés par la figure n°8 indiquent que l’activité coagulante des deux formes 

de coagulase (enzyme clarifiée et concentrée) augmente avec la concentration en enzyme et le 

temps de coagulation est inversement proportionnel à la quantité d’enzyme utilisé. Ce qui est en 

accord avec la théorie de Payens (1979), qui stipule que la coagulation du lait dépend de la 

vitesse de protéolyse de la caséine κ, qui est en fonction de la concentration en enzyme (ECK, 

1987). 

Dans tout l’intervalle de concentration, on remarque  que l’activité coagulante de l’extrait 

enzymatique concentré est plus faible comparativement à l’extrait enzymatique clarifié. 

  Cependant, dans l’intervalle (0.002 à 0.005), la figure n°8 montre que l’activité coagulante 

est relativement faible, au-delà de cette valeur, elle augmente de manière remarquable. Ce 

résultat coïncide avec celui d’Ait Amer Meziane (2008) qui a observé cette proportionnalité 

entre l’activité coagulante et la concentration en extrait enzymatique du poulet, du poisson et de 

la présure, sans pallier de saturation dans l’intervalle de concentration utilisée. 
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Figure n°8: Influence de la concentration en enzyme sur l’activité coagulante de l’EEcl et 

l’EEC. 

Les travaux de Garnot et Martin (1979) ; Sbadio et al., (1997), ont montré que la vitesse 

d’action enzymatique  (chymosine, pepsine) croît linéairement en fonction de sa concentration, 

lorsque celle-ci est faible, ce qui correspond aux doses employées en fromagerie, pour des 

concentrations plus élevées en enzyme, la vitesse d’action enzymatique tend vers une limite. 

Morsli (1996), nota un comportement différents des enzymes d’origine animale est végétale, 

mais manipulant des faibles doses en extrait enzymatique, ainsi, il ne parvient pas à remarquer 

un pallier  pour ce qui concerne la présure.  

Belhamiche (2005), nota un accroissement de l’activité coagulante en fonction de la 

concentration en extrait enzymatique fongique, cependant dans l’intervalle de concentration 

allant de 0.25 à 0.3 mg /ml, elle nota un pallier de saturation en enzyme ce qui n’est pas le cas 

pour la présure en raison des faibles concentrations utilisées.  

Lafri et Mihoubi (2008) rapportent que l’activité coagulante de l’extrait enzymatique du 

pro-ventricule augmente progressivement avec l’augmentation de la concentration de l’extrait 

pour atteindre un optimum  à 6.9mg/ml. 
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2.2. Influence de la température du lait sur l’activité coagulante : 

La détermination de la température optimale de l’activité coagulante  de l’extrait 

enzymatique obtenu ce fait en mesurant  le temps de coagulation le plus court du lait, maintenue 

à différentes température allant de 25 à 70°C avec un intervalle de 5°C. 

L’influence de la température du lait sur l’activité coagulante de l’extrait enzymatique clarifié 

et l’extrait concentré est indiquée par la figure suivante 

 

Figure n°9: Influence de la température du lait sur l’activité coagulante de l’EECL et l’EEC. 

Les résultats indiquent que l’activité coagulante des deux solutions augmente 

progressivement avec la température jusqu'à  atteindre un maximum  à 55°C. 

L’augmentation de l’activité coagulante est due à l’accélération de la réaction enzymatique 

par hydrolyse de la caséine κ. 

En effet selon Mahaut et al. (2003), La température est un moyen de séparer les deux phases 

de coagulation, la phase primaire qui est la phase de la réaction enzymatique et la phase 
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secondaire (phase d’agrégation), cette dernière qui sera absente lorsqu’on incorpore  de la 

présure au lait froid. 

L’activité coagulante diminue sensiblement à des températures supérieures à l’optimum 

enregistré pour les deux coagulases 

Au-delà de 55°C on note une baisse de l’activité coagulante des deux extraits enzymatique 

jusqu'à 65°C  où on observe une perte totale de l’activité qui serait la conséquence d’une 

dénaturation complète de l’enzyme. 

D’après les résultats de Slamani (2003) et Outaleb (2006), l’activité optimale d’un extrait 

enzymatique purifié de la pepsine ovine est de 52°C avec une inactivation complète à 62°C, ce 

qui confirme nos résultats. 

Agoune et Amrane (2007), ont enregistré lors de leur caractérisation de l’extrait coagulant 

caprin, que l’activité coagulante s’accroit graduellement et elle est maximale à 46°C.       

Morsli (1996) a motionné une activité maximale à 40°C pour un extrait coagulant de la 

pepsine du poulet, il a aussi rapporté que celles des extraits végétale sont nettement supérieures, 

80°C pour une protéase obtenue a partir de l’Artichaut et 70°C pour la ficine.   

Pour une coagulase microbienne de Bacillus subtilis (LC 33)  matoub (2000) a rapporté une 

activité  optimale à 70°C.   

2.3. Influence du pH du lait sur l’activité coagulante :  

Les variations de l’activité coagulante de coagulase obtenu en fonction du pH du lait ont été 

établies dans un intervalle allant de 5,2 à 7. 

La  Figure n°10 montre l’influence du pH du lait sur l’activité coagulante de l’extrait 

enzymatique clarifié et de l’extrait concentré. 

La figure n°10 indique clairement la diminution de l’activité coagulante des deux solutions 

enzymatiques avec l’augmentation de pH jusqu'à une presque inactivation à pH 7 pour l’enzyme 

clarifié et une inactivation complète de l’extrait concentré à la même valeur de pH. Sachant que 

le temps de coagulation le plus court a été observé  à pH 5,2 pour les deux solutions. 

Gheryan et al. (1995), ont rapportés que l’acidification du lait favorise la réaction 

d’agrégation, par la suie  la diminution de la stabilité des micelles, liées à la neutralisation des 

charges négatives et de la libération d’ions de calcium. 
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Alias (2003), qui rapporte  que la pepsine ne coagule plus le lait au -dessus de pH 6,7, 

contrairement à la chymosine qui reste active vers pH 7,5. 

Nos résultats coïncident avec ceux de Slamani (2003) et Outaleb (2006), au cours d’une 

étude sur la coagulase de pepsine ovine qui ont indiqués que le temps de coagulation est plus 

court à pH 5,5, de même que Benaicha et Sahi (2009) qui ont indiqués le temps le plus court à 

pH 5,2 au cours de leur étude sur la même coagulase . 

 

Figure n°10 : Influence du pH sur l’activité coagulante de l’EECL et l’EEC. 

2.4.Influence de la concentration en CaCl2 sur l’activité coagulante 

L’influence de la concentration en CaCl2 sur l’activité coagulante de la pepsine ovine 

clarifiée et concentré a été étudiée en faisant varier sa concentration dans le lait de 0.02 à 

0.4mol. 

La figure n°11 représente l’influence de la concentration en CaCl2 sur l’activité coagulante de 

l’EE clarifié et concentré. 
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Figure n°11 : Influence de la concentration en CaCl2 sur l’activité coagulante de l’EE 

clarifié et concentré. 

D’après la figure n °11, nous constatons que l’activité coagulante des extraits enzymatiques 

concentrés et clarifiés de la pepsine ovine augmente avec l’addition du CaCl2 jusqu'à une 

concentration de 0.08 mol et 0.1mol, respectivement, au-delà, une baisse d’activité est 

enregistrée.   

Selon Nȏel et al., (1989), l’addition de calcium à pH constant n’a pas d’influence sur la 

réaction d’hydrolyse enzymatique mais elle accélère la réaction d’agrégation des micelles 

hydrolysée, ainsi il est bien établi que la phase de gélification est purement chimique, et elle 

dépend étroitement de la teneur en calcium.    

En revanche, l’excès de calcium provoque une inhibition de la coagulation, du fait qu’il 

bloque certains sites réactifs indisponibles pour la réticulation des molécules de para caséine, 

induisant ainsi une précipitation partielle des caséines du lait (Baumy et Brulé, 1986 ; Mc 

Mahon et al., 1984). 
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L’addition de calcium soluble entraîne une augmentation de la teneur en phosphate de 

calcium colloïdal, lequel semble être le facteur déterminant de l’aptitude du lait à la coagulation 

par la présure (Brule et Lenoir, 1997).     

3. Aptitude de lait standard à la coagulation par l’EEB et EEcl 

Tableaux n°3 : variation de temps de coagulation du lait standard par l’EEC et l’EEcl  

Agent coagulant  Temps de coagulation du lait standard(s) 

Extrait enzymatique clarifié 14 

Extrait enzymatique concentré 48 

 

 Le tableau n°3 regroupe les résultats concernant la variation de temps de coagulation du lait  

standard, avec l’extrait enzymatique clarifié et concentré. D’après les résultats obtenus, on 

remarque une différence de temps de coagulation avec l’extrait enzymatique  clarifié et 

concentré sur le lait standard. En effet, le temps de coagulation de l’enzyme clarifié reste 

inférieur à celui de l’enzyme concentré. 

 L’analyse des données de ce tableau, révèle une variation du temps de coagulation en 

fonction de la solution enzymatique, de ce fait, les facteurs physico-chimiques de cette enzyme  

intervenant dans le mécanisme de la coagulation. 

 La coagulation enzymatique inclut plusieurs étapes de natures différentes et dont les 

cinétiques dépendent de nombreux facteurs physico-chimique (la concentration en enzyme, la 

concentration en protéine, le pH, la température et la teneur en calcium), (Jeantet, 2008)  
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Chapitre II : Effet de race sur la qualité du lait. 

1. Résultats de l’analyse physico- chimique du lait 

L’analyse statistique par le test t de STUDENT, nous a permis d’étudier l’effet de la race sur 

la composition du lait et son aptitude à la coagulation sans tenir compte ni du numéro de 

lactation ni du stade de lactation, le tableau n 4° illustre les résultats de test. 

Tableau n°4: Analyse statistique (test t  STUDENT) des différents paramètres  du lait de la race  

Montbéliarde  (1) et la  Holstein (2). 

Variable Moy1 Moy2 ddl EC1 EC2 P 

Acidité 25,5000 19,0000 6 1,00000 3,5590 0,065707 

pH 6,1875 6,5000 6 0,10874 0,1627 0,525287 

EST 126,5750 108,2000 6 11,20547 4,5144 0,169561 

ESD 86,1500 72,0750 6 4,56691 2,7969 0,441924 

MG 40,4250 36,1250 6 14,61811 5,9924 0,177064 

Protéine 32,7000 27,5500 6 1,69115 1,0279 0,435195 

TCP 171,7500 264,2500 6 71,21037 276,5145 0,051671 

TCEC 218,0000 370,0000 6 61,67117 458,4430 0,008003 

En rouge, les paramètres correspondant aux valeurs de probabilité significative p˂0.05 ; ddl : degré de 

liberté ; p : probabilité ; Moy : moyenne ; EC : Ecart-type 

La comparaison entre les deux races présentées sur le tableau n°4 indique que l’effet de la 

race est significatif (p˂0.05) sur le temps de coagulation de l’extrait enzymatique  clarifié. 
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1.1. Le pH et l’acidité  

Les valeurs moyennes du pH et l’acidité des laits analysés sont illustrées dans la figure n°12 

 

Figure n°12 : Valeurs moyennes des pH et l’acidité des laits analysées. 

Les valeurs moyennes des pH des deux laits analysés, qui sont de 6.18 et de 6.5 

respectivement pour la race 1 et 2 (Montbéliarde  et Holstein), ces valeurs sont, pour la race 2 

comprise dans l’intervalle des pH du lait normal donné par Vignola(2002), qui est de 6.5 à 6.8 

contrairement à la valeur de la première race, elle est considérée comme anormale puisqu’elle  

est inférieur à 6.5. 

A partir de la figure n°12 on peut dire qu’il ya une différance entre  l’acidité des deux laits, 

25.5°D pour le lait de la race 1(montbéliarde), et 19°D pour la race 2 (Holstein). L’acidité du lait 

prélevé des deux races 1 et 2 dépasse la borne supérieure de l’acidité normale du lait de vache 

qui est de 17°D selon Alais (1984), FAO(1995) et Vignola(2002). 

Les laits ont normalement une acidité de 0.13 à 0.17 %. L’acidité naturelle du lait est 

attribuable à la présence de caséines, de substances minérales, de traces d’acides organiques et 

réactions secondaires dues aux phosphates (Vignola, 2002). 
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Selon Vignola, (2002) l’acidité développée du lait est causée par l’acide lactique et d’autres 

acides provenant de la dégradation microbienne du lactose dans les laits altérés. Ceci explique 

l’activité élevée  du lait des deux races. Ce qui témoigne des mauvaises conditions d’hygiène 

entreprises.  

1.2. Variation du taux butyreux  

 

La figure n° 13 montre les teneurs en matières grasses des laits issus des deux races, qui sont 

40,42g/l pour la Race 1 (Montbéliarde) et 36,12g/l pour la Race 2 (Holstein), ces valeurs 

indiquent  que le lait de la race Montbéliarde est plus riche en matières grasses en comparaison 

avec le lait de la Holstein. 

 

 

Figure n°13 : valeurs de taux butyreux des échantillons du lait analysés 

Les valeurs obtenues sont supérieures à celle d’Alias (2003) qui est 34g/l, par contre sont 

comprises entre  l’intervalle de Vierling(1999) qui est de 34 à 42g/l. 

Cette différence peut être due à l’alimentation des vaches, d’après Pougheon (1974), le taux 

butyreux est l’élément le plus sensible à l’alimentation.  
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Selon Drogoul et al. (2004), il est classique d’observer à la mise en herbe une chute 

relativement importante  du taux butyreux, lorsque les vaches ont reçu une ration hivernale à 

base d’ensilage de maïs, à l’inverse, une augmentation sensible lorsque cette ration était à base 

d’ensilage d’herbe. 

D’après Pougheon (1974), l’herbe jeune qui est riche en sucres solubles peut occasionner des 

diminutions de TB. 

 La race des vaches présente un facteur important des variations des teneurs en acides gras 

cela est montré par plusieurs auteurs (Jensen et al., 1999 ; Chilliard et al., 2000 ; Sollberger et 

al., 2004) .  

La période d’étude ou du prélèvement est réalisée pendant le mois de juin, ce qui influence 

sur les taux butyreux, selon Coulon et al. (1991), les taux butyreux du lait sont plus faibles en 

été et plus élevés en hiver. 

 

1.3. Variation du taux protéique  

 

D’après les valeurs indiquées par la figure n°14, la teneur en protéines de la race 1 est  de 

32,7g/l  supérieure à  celle de la race 2 (27,55g/l). 

Les valeurs obtenues de la race Montbéliarde sont supérieure  à ceux de cauty et al. (2003) 

qui ont rapporté que les teneurs en protéines du lait de vache Montbéliarde sont de 32,4g/l, 

contrairement à ceux  de la race Holstein qui sont  inférieure aux valeurs trouvées par les mêmes 

auteurs (31.5 g /l). 
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Figure n°14 : Les taux de protéine des échantillons du lait analysés 

Cette différence des taux protéiques peut être expliquée par la différence de race des vaches, 

selon (Froc et al., 1988 ; Machboeuf et al., 1993 ; Malossin et al., 1996 ; Audist et al., 2002 ; 

Mistry et al., 2002) les vaches de race Normande, Montbéliarde ou Brune des Alpes produisent 

un lait plus riche en protéines que celui des vaches Holstein conduites dans les mêmes 

conditions d’élevage. 

 La majorité des travaux ont montrés qu’une photopériode expérimentale longue de 15 à 16h/ 

jour  augmente la production laitière est diminue la richesse en protéines. 

 

1.4. Variation de l’extrait sec totale (EST) et l’extrait sec dégraissé (ESD) :  

L’extrait sec total représente l’ensemble des constituants du lait à l’exclusion de l’eau. La 

mesure de ce paramètre permet d’apprécier d’une façon globale la richesse de lait (Alias, 1984). 

L’extrait sec total du lait de vache se situe entre 125 à 135g/l selon Vierling (1999) et Alias 

(2003) 
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La figure n°15 montre une valeur de 126,57g/l pour la  première race et 108,2g/l pour la 

deuxième, cette dernière qui est inférieur aux normes indiquées, contrairement à la valeur de la 

première race qui se situe entre l’intervalle indiqué ci- dessous. 

 

Figure n°15 : valeurs moyennes de l’EST et l’ESD. 

Les variations des taux butyreux et de matières grasses observées expliquent les valeurs 

d’EST obtenues, selon Jeantet (2002), l’augmentation ou la diminution de l’extrait sec total est 

en relation direct avec la variation notamment du taux protéique et du taux butyreux. 

L’alimentation et la période de lactation aussi explique la variation de l’EST, puisqu’il 

influence sur les taux butyreux et protéique.   
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1.5. Temps de coagulation de la présure et l’extrait enzymatique clarifié 

 

Figure n°16: variation de temps de coagulation par la présure et la pepsine ovine en fonction de 

la race. 

  D’après la figure ci-dessus, on constate que le temps de coagulation par la présure  et la 

pepsine ovine sont mieux appréciées chez la race Montbéliard par rapport à la race Holstein, ce 

qui est dû vraisemblablement à la teneur réduite en protéines et caséines dans le lait de cette 

dernière.   

 Selon Macheboeuf et al. (1993), l’aptitude à la coagulation du lait est meilleure chez les 

Montbéliardes  surtout en raison du taux de caséines plus élevé, ce qui concorde avec nos 

résultats. 
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Annexe 01 

Préparation de la solution tampon (Kamoum ,1977) 

 Le tampon acétate de sodium 0,1M, PH 5 : 

 Solution A : Acétate de sodium (Na) 0,1N :8,204g/l 

 Solution B : Acide acétique 0,1N :6,005g /l. pour avoir le tampon on 

mélange : 67,8mlde(A) + (100-67,8) ml de (B). 

 Solution acidifiée 0,2M d’HCL utilisée dans la macération. 

 19.68 ml HCL (d=1.159 ; concentration =37.5%) /1000 ml d’eau distillée. 

 Solution 0,01M de CaCl2 entrant dans la composition du substrat de Berridge : 

 1,471g de CaCl2 /1000 ml d’eau distillée 

 Solution saturée de Nacl. 

120g de Nacl dans 300ml d’eau distillée, agité quelques minutes. 

 Préparation de l’extrait enzymatique concentré. 

On ajoute 300g de la solution saturée contenant 1% (v/v) d’HCL à 150g de l’extrait 

enzymatique. 

 

Annexe 02 

Préparation du substrat de Berridge : 

I. Le constituant du substrat de berridge. 

I.1 Le lait en poudre : 

Le lait en poudre utilisé est de type LOW-HEAT obtenue à partir d’un lait écrémé 

pasteurisé de bonne qualité microbiologique (-5000 germes /ml). 

C’est une poudre n’ayant subit qu’un chauffage faible qui entraine un respect de l’état 

physico-chimique de protéines solubles du sérum, elle est conservée dans des sachets en 

plastique à +4°C  

I.1 Solution de Ca Cl2 

La solution de CaCl2 de qualité anhydre utilisé à une concentration de 0,01M, elle est 

préparée à partir d’une solution mère de CaCl2 1M. Conserver à 4°C. 
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II Mode opératoire : 

Pour préparé 100 ml du substrat de berridge, on dissous 12g de lait en poudre dans 100ml 

de CaCl2 à 0,01M. on verse tout d’abord une petit quantité de solution sur la totalité de la 

poudre humer manuellement avec un agitateur de façon à obtenir une bouillé homogène, le 

reste de la solution de CaCl2 est alors ajouté sur cette bouillé, puis agité avec un agitateur 

magnétique pendant 30mn en évitant une agitation trop violente susceptible de produire une 

mousse. Puis vitrifié le pH de la solution obtenue est l’ajusté s’il ya lien à 6.4 par l’ajout 

d’une solution de  HCl ou de NaOH 00.1N. La température du substrat est ramenée à 35°C 

afin de mesurer le temps de coagulation, qui correspond à l’apparition des premiers flocons 

sur les parois internes du tube dans les conditions de réaction  

  

Annexe 03 

Dosage des protéines totales (lowry et al, 1951) 

 Solutions : 

- Solution(A) : 5% Na2 Co3 ,2g dans 100ml de NaOH (0.1N). 

-Solution(B) : 0.5% CuSo45H2O in sodium-potassium tartrate à1% (50mg de CuSo4 5H2O 

à0.5%+100mg de tartrate de sodium- potassium à1%) dans 100mg d’ H2O  

-Solution(C) : 50ml de (A) +1ml de (B). (Réactif de lowry) 

-Solution(D) : Na OH (0.1N). (4g /1l H2O). 

-Solution (E) : Réactif de folin-ciocalte au dilué1/2l 

-Solution (F) : B.S.A : 2mg dans 20ml d’H2O.  

 Mode opératoire  

 Ajouter 1ml de l’extrait enzymatique (clarifié et concentré) à 5ml de réactif de lowry, 

agitation (10min) puis on ajoute 0.5ml de réactif de Folin, en suit on incube le mélange 

pendant 30min à l’obscurité après une agitation rapide.  
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 Courbe d’étalonnage : 

      Préparation des solutions diluées croissantes : 10, 25, 50,75et 100 mg/ml à partir de la 

solution mère de B.S.A (200mg/ml). 

      Le tableau suivant explique les étapes de préparation : 

 Témoin 01 02 03 04 05 

[ ] BSA µg/ml 0 10 25 50 75 100 

Solution filles 

BSA (µl) 

0 100 250 250 750 1000 

H2O distillée 

(µl) 

1000ml 900 750 500 250 0 

Réactif de lowry 

(ml) 

5 5 5 5 5 5 

 

      On agite et on attend 10min, en suite on ajoute 0.5ml de réactif de Folin pour chaque tube 

.on agite encore une fois puis on met les tubes à l’obscurité au minimum 30 min.Une 

coloration bleue se développe correspondant à la réaction du cuivre.  

Lecture : La lecture des densités optique ce fait au spectrophotomètre après étalonnage 

à750 nm contre un blanc contenant 0.5ml d’eau distillée 

 

Figure n°1 : courbe étalon de B.S.A. 
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Annexe 04 

Mesure de l’activité protéolytique (GREEN et STACKPOOLE, 1975). 

I. Mode opératoire : 

 Condition d’hydrolyse : 

      1ml de la solution de caséine à2% dans le tampon acétate de sodium (0.1N, PH5) (Annexe 

03) est additionné  à1ml d’extrait enzymatique dilué. Le mélange ainsi obtenue est incubé 

pendant. 10, 30, 60, 90,180 min à 35°C. 

       Après l’incubation, la réaction enzymatique est arrêtée par addition de 5ml d’une solution 

trichloracétique (T.C.A) à 12%(p /v), suivie d’un temps de repos ne dépassent pas 15min. 

      Le précipité blanc qui se forme est séparé par centrifugation à 6200T /min pendant 10min. 

 Préparation de l’échantillon : 

       1ml de filtrat (surnageant obtenue) sont additionnées à 5ml de la solution(C). (Annexe 

03) 

       On mélange puis on laisse incubé pendant 10min dans le bain marie à30°C. Chaque tube 

reçoit 0.5ml de réactif de Folin, on agite immédiatement et on continue l’incubation  pendant 

20min. 

 Préparation de témoin (blanc) : 

       1ml de la solution caséinique à 2% sont additionnés à 5ml de T.C.A à 12% (pour 

empêcher la réaction enzymatique) puis on ajoute 1ml d’extrait enzymatique dilué. Le 

mélange ainsi préparé et traité de la même façon que précédemment. 

II. Courbe étalon de tyrosine : 

       Préparer des solutions diluées croissantes : 20, 40, 60, 80 et 100mg/ml. 

      Le tube témoin contient 1ml d’eau distillé. 
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Selon le tableau suivant  les principales étapes sont résumées comme suite : 

Tube Témoin 1 2 3 4 5 

[ ] de tyrosine 

(µg/ml) 

0 20 40 60 80 100 

Solution fille de 

tyrosine (µl) 

 200 400 600 800 1000 

Eau distillé (ml) 5 5 5 5 5 5 

 

-Ajouter dans chaque tube 5ml de la solution (C).  

-Incuber pendant 10min à35°C au bain marie. 

-Ajouter dans chaque tube 0.5ml de la solution (D) et agiter fortement  

-Laisser incuber 20min à35°C. 

 

 Lecture de l’absorbance : 

      La lecture de la densité optique se fait au spectrophotomètre après étalonnage à une 

longueur d’onde 660nm.  

 

Figure n°2 : courbe étalon de tyrosine. 
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Annexe n°5 : 

Dosage de la matière grasse du lait par la méthode de GERBER (AFNOR 1986, NFV    

04-210) 

1. Mode opératoire : 

Introduire dans un butyromètre de Gerber : 

 11ml de lait 

 10ml d’acide sulfurique de densité 1,84 

 1ml d’acide iso amylique 

Fermer le butyromètre à l’aide d’un bouchon, mélanger jusqu'à totale dissolution puis 

centrifuger pendant 3 minutes dans une centrifugeuse Gerber (1200 tours/ min). 

2. Expression des résultats : 

La lecture se fait directement sur les graduations du butyromètre et les résultats sont 

exprimés en g/l.   

                                                    Annexe n°6 

Dosage de la matière azotée totale selon la méthode de KJELDAHL (AFNOR, 1986) : 

1. Mode opératoire : 

a. Minéralisation : 

 Dans un matras KJELDAHL, introduire d’échantillon. Ajouter 15 à 20 ml d’acide 

sulfurique concentré, environ 2g de catalyseur composé de 100g de sulfate de potassium, 10g 

de sulfate de cuivre pur et 1g de sélénium en poudre pur, après homogénéisation laisser 

pendant 3 heures dans le minéralisateur jusqu’à obtention d’une solution limpide et ceux-ci 

par chauffage modéré, puis fort en évitant de surchauffer les parois du matras.  

b. Distillation et dosage de l’ammoniac : 

  Après refroidissement, le minéralisât est récupéré avec précaution dans une fiole de 

100ml avec l’eau distillé. 
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  Transverser 20ml du minéralisât dilué dans un ballon  additionné de 20ml de lessive de 

soude à 33% (d= 1,33), plus 80ml d’eau distillé. 

 Placer le ballon dans le dispositif de distillation. 

 Placer l’allonge qui termine le dispositif dans un bicher de 200ml contenant 20ml 

d’acide borique à 4% et 2gouttes d’indicateur (TASHIRO) 

Après distillation tirer le distillat avec l’acide sulfurique à N /50 (d= 1,83). 

2. Expression des résultats : 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de matière sèche (M.S) de façon suivante : 

N(g)= X. 280.y. (100/Y). (100/A) 

Ou : 

X : densité de la burette (ml). 

Y : prise d’essai (5ml). 

A : volume du minéralisât  20ml.   

Y : Constante (10
-6

) 

La teneur en M.A.T. (%M.S) = N(g). (6,25/ M.S). 100 
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Annexe n°7 

 

Figure n°3 : caillettes broyées 
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Annexe n°8 

 

Figure n°6 : substrat de Berridge. 
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Annexe n°09 

 

Figure n°7 : lait standard coagulé par l’EEB 



 

 

 Le résumé : 

 Le présent travail a consisté, d’une part, à extraire la pepsine ovine et étudier son effet 

coagulant sur le lait standard et le lait issu de différentes races. D’autre part, à mettre en 

évidence l’influence de la race sur la coagulation et la composition de lait,  

Un extrait enzymatique utilisé comme succédané de présure a été préparé à partir des 

caillettes ovines. Il est caractérisé par une activité coagulante  de 1/1714, celle-ci est optimale 

à pH 5,2, à une température de 55°C et pour une concentration en CaCl2 0,1 M. Il se 

caractérise aussi par une concentration en protéine de 2mg /ml. 

Les agents coagulants d’origine animale restent prometteur et peuvent se révéler rentable, 

ils suscitent de se fait un intérêt particulier et méritent plus d’attention et de recherche. 

Mots clé : lait, race, pepsine, présure, coagulation. 

Abstract: 

This work consisted, firstly, to extract ovine pepsin and study its coagulating effect on 

standard milk and milk from different breeds; secondly; to highlight the influence of race on 

coagulation and milk composition; 

An enzyme extract used as a substitute for rennet was prepared from sheep rennet , it is 

characterized by a coagulation activity of 1/1714 , it is optimal at pH 5.2, at a temperature of 

55°C and a concentration of CaCl2 0.1 M .It is also characterized by a protein concentration of 

2mg/ml. 

Coagulants agents of animal origin are promising and may prove profitable , they arouse is 

of particular interest and deserve more attention and research . 

Key words: milk, breed, pepsin, rennet, coagulation. 

 

 


