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Introduction

Introduction
La présure principale coagulante dans I’industrie fromagere est traditionnellement obtenue a

partir de la caillette de jeunes veaux.

Bien que la présure soit encore I’enzyme coagulant la plus utilisée en fromagerie, sa
production connait une pénurie mondiale croissante. Cette pénurie est due essentiellement a une
augmentation croissante de la production et la consommation du fromage, et I’impossibilité
d’augmenter en paralléle la production de presure. Cette pénurie a provoqueée des fluctuations trés

importantes de son prix.

Ces problémes sont aggraves, dans les pays musulmanes par des raisons religieuses, dues

aux rituelles de I’abattage, et interdiction de certains agents coagulants tel que la pepsine porcine.

Ces raisons ont fait que de nombreuses recherches ont été entreprises afin de trouver des
succédanés efficaces et compétitifs utilisables industriellement.

Selon le ministére de commerce, I’ Algérie se considere I’'un des plus grands consommateurs
du lait et ses dérivés au Maghreb avec une moyenne de 110 L / personne/année, reste encore
dépendante des entreprises étrangeres du point de vue matiére premiere et agent coagulant
(Nouani et al., 2009), ou le développement d’une production fromagére nationale basée sur des
enzymes coagulants extraites a partir des sources locales, constitue le début du chemin de
I’indépendance par la réduction des codts d’importation.

Plusieurs protéases, de différentes origines ont les capacités de coaguler le lait mais peu
d’entre elles sont utilisée, comme succédanées de présure. Cela est due a leur activité

protéolytique elevée qui s’exprime par une action excessive et non specifiques sur les caséines.

Plusieurs recherches ont été activement pressées ces dernieres années, visant a la mise en
évidence des enzymes de remplacement dits succédanés de la présure de différentes
origines(animales, végétales et microbiennes), capables de coaguler le lait et d’assurer des
meilleurs rendements fromagers , I’industrie est a présent capable de produire, en quantité

pratiquement illimite.

A cet objectif, la présure est remplacée par une souche fongique Penicillium sp. Pour cela,

nous avons réalisé une étude en deux parties :

- Obtention de protéase coagulante le lait a partir d’une culture de Penicillium sp.

- Caractérisation de I’extrait coagulant brut contre la présure animale.

o
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I. Lesenzymes coagulantes des industries laitiéres

Différentes enzymes sont utilisées a 1’échelle industrielle pour la coagulation du lait et la

fabrication des fromages.

1. LaPrésure
La présure est une enzyme protéolytique, extraite de la quatrieme poche de 1’estomac
(abomasum ou caillette) des jeunes ruminants nourris exclusivement au lait (avant sevrage).
(Eck et Gillis, 1997). Selon mahaut (2000), la Présure est un extrait liquide ou pateux provenant
de la macération des caillettes des jeunes ruminants dans une saumure de NaCl, elle est

composée de chymosine et de pepsine.

La chymosine est la protéase majeure responsable d’au moins 85% de ID’activité
coagulante totale (Eck et Gillis, 1997). Elle est sécrétée inactive sous forme de prochymosine
dans la caillette. Sous 1’action de I’acidité (ions H30+) du milieu, elle devient active. C’est une
holoprotéine, de 35 kDa, appartenant au groupe des protéases acides. Elle comporte 323 acides
aminés. Elle est stable aux pH (5.3 a 6.3), inactivée aux pH (vers 7.5) et dénaturée a pH 8.
L’inactivation thermique a lieu 50 °C, elle est totale a 61°C (Scriban, 1999).

La pepsine est extraite de l'estomac des mammiferes adultes ou du pro ventricules de
volailles. Elle hydrolyse la plupart des protéines naturelles telles que la caséine, la globuline, et
certaines enzymes telles que la trypsine, la papaine et les amylases. Elle attaque
préférentiellement les peptides contenant de la L-Phénylalanine ou de la L-Tyrosine et plus

généralement les acides aminés a noyau aromatique (Boughallout, 2007).

2. Les succedanés de présure

La forte demande de la présure par les industries fromageres et le prix relativement élevé
de ce coagulant ont conduit & I’approvisionnement de plus en plus difficile de la présure
traditionnelle. Par ailleurs, dans certains pays, pour des raisons philosophiques ou religieuses,
’utilisation de la présure est interdite. A cet égard, des recherches ont été entreprises, ces
derniéres années, afin d’exploiter d’autres sources potentielles de coagulases, capables de

remplacer la présure désignées sous le terme de succédanés de présure.
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2.1. Les Succédaneés d’origine végétale

De trés nombreuses préparations coagulantes sont issues du régne végétal et sont extraites
par macération de différentes parties de plantes supérieures. Dans les régions chaudes, on
exploite également a cette fin plusieurs plantes dont on extrait des principes coagulants : la
ficine provenant du latex du figuier, la papaine est issue du papayer et la bromelaine de
I’ananas (Eck et Gillis, 1997). Cependant, selon les traveaux de Degreen(1977) et ceux de
Lopez et al (1996), I’activité protéolytique élevée de ces préparations compromet leur intérét en

technologie laitiere.
2.2. Les Succédanés d’origine animale

L’appareil digestif de certains mammiféres secréte diverses protéases autres que la
présure notamment la trypsine, chymotrypsine et la pepsine. Les deux premicres enzymes bien
que capables de coaguler le lait, ont donné¢ de mauvais résultats en fromagerie a cause de leur

activité protéolytique trés élevée (350 4650 pg de tyrosine.ml™.h™).

Selon Ramet (1990), la pepsine porcine a permis d’obtenir des résultats plus satisfaisants
cette protéase a un caractere plus acide qui décroit fortement au-dessus du pH 6.3. Au pH du
lait frais, la coagulation n’a pas lieu. Les meilleurs résultats sont obtenus a 1’aide de mélange de

présure et de pepsine porcine pour la fabrication de fromages acides

La pepsine bovine apparait voisine de la présure, son activité est moins dépendante du pH
que celle de la pepsine porcine. Il faut, néanmoins, signaler que dans certains pays pour des

raisons philosophiques ou religieuses, la présure porcine n’est pas utilisée.

D’autre protéases d’origine animale ont été également expérimentées avec succes et
présentent des potentialités qui permettent leurs utilisations en industrie fromagere. Selon
Ramet (1990) et Cuvillier (1999), la pepsine extraite d’abats de poulet a été utilisée avec succes

dans la fabrication de fromages locaux en Israél.

Enfin, une pepsine a été isolée de la muqueuse gastrique du phoque au canada et donne

de bons résultats dans la fabrication de cheddar (Shamsuzzuman et al., 1985 ; Cuvillier, 1999).
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2.3. Les Succédanés d’origine microbienne

Le développement de la biotechnologie a provoqué un regain d’intérét pour la
production, a partir de micro-organismes, de protéases susceptibles de remplacer la présure.
Parmi les avantages que présentent les enzymes de fermentation par rapport a ceux d’origine

animale et végétale, on peut citer :

e La croissance rapide sur substrat bon marché.

e La production illimitée d’enzymes en utilisant des techniques simples. La quantité
produite dépend du volume de la culture mis en ceuvre ; elle n’est donc pas tributaire
d’une source de matiere premiere fluctuante ou a approvisionnement difficile.

e La culture rapide avec un bon rendement pouvant étre augmenté par amélioration
génétique des souches, la maitrise et 1I’optimisation des conditions de fermentation.

e La conservation des propriétés sécrétrices des souches dans le temps.

Ces avantages I’emporter sur les inconvénients liés aux industries de fermentation

(investissement lourd, consommation d’énergie, risque de contamination, etc....).
2.3.1. Les succédanés bactériens

Le genre Bacillus est le plus étudié pour la production d’enzymes coagulantes, en

particuliers : Bacillus subtilis, Bacillus cereus et Bacillus polymexa.

Des souches ont été isolées localement telle que Bacillus subtilis S3 et Bacillus
coagulants (Chemlal, 1998) et Bacillus subtilis LCs; (Matoub, 2000).Selon ces auteurs, les
extraits obtenus présentent des caractéristiques cinétiques relativement analogues a celles de la
présure commerciale. Cependant, 1’utilisation des enzymes bactériennes n’a pas dépassé le
stade expérimental. Des essais assez poussés avec ces préparations coagulantes ont indiqué la
présence d’une activité protéolytique trop €levée par comparaison a la présure dans les mémes

conditions de la coagulation du lait (Mahon et Brown, 1985).
2.3.2. Les succédanés fongiques

Ces derniéres années, de trés nombreux travaux sont portés sur la recherche de protéase
d’origine fongique, qui au plan pilote, ont donnés tres tot des résultats souvent comparables et
parfois supérieurs a ceux obtenus avec la présure, et ont été rapidement validés en fabrication

industrielles.

X
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Différentes préparations sont commercialisées sur le marché international par les
laboratoires spécialisés et sont employées a plus ou moins grande échelle selon les pays
(Wahba et El-Abassy, 1989 ; Eck et Gillis, 1997). Parmi les especes fongiques a pouvoir
coagulant, seules trois moisissures sont exploitées par les grandes usines de fermentation en

vue de la production de coagulases.

Le Mucor Pusillus produit une coagulase avec un rendement élevé seulement en culture
solide (Aunstrup, 1980).C’est une moisissure banale mésophile du sol, de laquelle la firme

Japonaise METTO-SANGYO, a extrait une préparation commercialisée par NOURY.

Le Mucor Miehei est adapté a la fermentation submergée. Il secréte une protéase acide a
aspartate ayant un poids moléculaire d’environ de 38 000 Da et contient une seule chaine

peptidique avec 6% de carbohydrates. L extrait coagulant est commercialisé par

e La firme Frangaise RAPIDASE sous la dénomination Fromase.
e La Danoise NOVO sous le nom de Rennilase.
e La firme Américaine MILES sous I’appellation de Marzyme.
e La firme Danoise BOLL HANSEN sou le nom de Hannilase.
L’Endothia parasitica, parasite du chataignier, est cultivée en culture submergé. La

préparation coagulante, est commercialisée sous le nom de « Suparen ».

Ces préparations enzymatiques ont ¢été soumises a des controles hygiéniques est
toxicologiques séveres afin de déterminer 1’absence d’antibiotiques et d’aflatoxines (Noor-

Deviliet et al.,1983).

Il. Lelait

Le lait destiné a I’alimentation humaine a ét¢ défini en 1909 par le congres international
de la répression des fraudes : « Le lait est le produit intégral de la traite totale et ininterrompue
d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée ». Il doit étre recueilli
proprement et ne pas contenir de colostrum (Luquet, 1985). Quelle que soit 1’espece, la
fonction premiere du lait est de nourrir la progéniture jusqu'a ce qu’elle soit sevrée (Vilain,

2010).



Partie Théorigue

1. Le caractére du lait

Blanc, mat ou opalescent, le lait a une odeur trés faible, une saveur douceatre faiblement

sucrée. C’est un mélange de trés grande complexité ; il est constitué de trois phases :

- Une phase aqueuse, le lactosérum, dont les constituants prédominants sont le lactose et

un ensemble de protéines globulaires.
- Une émulsion de matiere grasse sous forme globulaire.

- Une suspension de cas€ine, liée a des sels minéraux sous forme de micelle.

Ainsi, le lait peut étre considéré comme une émulsion de matiere grasse dans une solution
aqueuse, comprenant de nombreux ¢léments dont les uns sont a 1’état dissous et les autres sous

forme colloidale.
2. Lacomposition globale

Le lait est riche en protéines, mati¢re grasse, lactose, vitamines et sels minéraux. Les
teneurs moyennes du lait de vache en ses principaux groupes de constituants sont illustrées
dans le tableau I. Outre sa complexité et son hétérogénéité, le lait présente, selon Marti et
(Coulon, 1995), une grande variabilité dans sa composition avec la race, I’espece, 1’individu, la
saison et I’alimentation de 1’animal. La composition moyenne des principaux constituants des

divers types de lait, est indiquée dans le tableau I (Alais, 1984).

La composition de ces laits est assez voisine en ce qui concerne la proportion en lactose
et en minéraux, mais la teneur en maticre grasse et en protéine est variable. Elle est tres
importante dans le lait de brebis et de bufflesse et a un degré moindre dans le lait de vache et de

chévre.
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Tableau I : La composition moyenne du lait de vache (Mathieu, 1998).

Les teneurs du lait en ses différents

Constituants (g/l)

Constituants minéraux

Eau 902
Constituants salins minéraux 6.2
Gaz dissous 0.1
Constituants organiques
Constituants salins organiques 1.7
Lactose 49
Matiere grasse 38
Protéines ou constituants azotées protéiques | 32
e Caséine 26
e Protéines dites solubles 6
Constituants azotées non protéiques L5

3. Les caséines

La micelle de caséine est une particule sphérique formée par 1’association des caséines

(asi, asy, P et k), de quelques fragments peptidiques (les caséines y) issus de la protéolyse de la

cas¢ine 3 et de composants salins dont les deux principaux sont le calcium et le phosphate

a
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(Brule et Lenoir, 1990). Les caséines du lait ont la caractéristique essentielle de précipiter a pH
4,65 a température ambiante et de ne pas étre insolubilisée par le chauffage a 100°C. Les quatre
types de caséines, n’ont ni les mémes propriétés physico-chimiques, ni les mémes masses
moléculaires (Terrien et Fournier, 1998). De nombreux mode¢les, concernant 1’organisation de
la micelle, ont ét¢ émis le plus récent, selon (Linden et Lorient, 1994), est celui de D.G.
Schimdt. Ainsi, la micelle est composée d’un noyau hydrophobe, entouré d’une couche polaire
rassemblant les parties riches en groupements phosphoriques et groupements hydrophiles ; la
cas¢éine k s’y trouvait concentrée. La croissance des micelles s’arréte lorsque la surface externe

est occupée par les groupements hydrophiles (Figurel).

Quelle que soit la structure réelle, la micelle est composée, dans le lait de vache, de
I’association d’environ 11 000 molécules de cas€ines as;, as;, B et k en proportions relatives 4-
1-4 -1,3 (d’apres Holt, 1992) de phosphate et citrate de calcium et magnésium (Tarodo de la

Fuente et al., 1999). Deux facteurs sont responsables de la stabilité des micelles :
- A pH 6,7, dans un lait frais, elles portent une charge négative et se repoussent.

- Grace aux parties hydrophiles des caséines, elles fixent une grande quantité d’eau et

sont, de ce fait, caractérisées par un degré d’hydratation ¢élevé.

A
B
Subimnicelle
f B ’g/\\ SEP/
SER SER ﬂ

O PO, ~

® Ca

s N
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= <
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Figure 1 : Mod¢le de formation des micelles selon Schimdt (Ramet, 1990). A : micelle, B:

submicelle, C : pontage de deux submicelles.

4. Mecanisme de la coagulation du lait
La coagulation du lait, en industrie fromagere, est une étape essentielle qui nécessite
I’emploi d’un agent coagulant. Elle peut étre obtenue soit par abaissement du pH et/ou par
addition de la présure. Bien qu’issus de mécanismes trés différents, les deux voies de
coagulation aboutissent a la formation d’un coagulum résultant de la déstabilisation de I’état
micellaire originel de la caséine. Cette derniére, associée a des minéraux, forme un réseau
tridimensionnel spécifique du mode de la coagulation appliqué, donnant soit un gel lactique soit
un gel présure.
4.1. La coagulation acide
Le lactose se transforme progressivement, sous 1’action des bactéries lactiques, en acide
lactique. Cette acidification du lait entraine une neutralisation des charges négatives portées par
les caséines et, par conséquent, une diminution du potentiel de surface des micelles. Il en
résulte une solubilisation des ¢éléments stabilisateurs des micelles (le phosphate de calcium) qui

se désagregent en submicelles.

Lorsque le pH est voisin de 5, la charge des submicelles est trés réduite et la précipitation
s’amorce (point isoélectrique de la caséine), la neutralisation des charges est compléte ; les
micelles des caséines floculent et se soudent formant au repos un gel homogeéne qui emprisonne
le lactosérum et occupe entierement le volume du lait. Au cours de la déminéralisation du
complexe phosphocaséinate de calcium, le calcium colloidal migre dans le sérum. Le gel

lactique obtenu est perméable, friable, fragile et ne permettra qu’un égouttage limité.

4.2. La coagulation par la présure

La coagulation par ’action des enzymes protéolytiques se déroule en deux étapes. La
premicre est purement enzymatique. Elle correspond a une protéolyse treés limitée et trés
spécifique de la caséine par la présure selon (Lenoir et al.,1985). En effet, la chymosine,
principale composante de la présure, exerce une action spécifique sur la caséine k en
hydrolysant sa liaison tres labile (Phe105-Met 106). Ainsi, la molécule de la caséine «k se scinde
en deux segments inégaux : la paracaséine k qui reste intégrer a la micelle, est insoluble et
acide, et le caséinomacropeptide qui se dissocie de la micelle, il est soluble, acide et est éliminé
dans le lactosérum (Figure 2).

.



Partie Théorigue

Le détachement du caséinomacropeptide de la micelle la rend instable. En effet, il se
produit la réduction des charges négatives de la micelle et de son degré d’hydratation. Ainsi,
ses facteurs de stabilité se trouvent affectés. Des liaisons s’établissent entre les micelles
modifiées permettent leur agrégation et la formation d’un gel dans la mesure ou il n’est pas
agité ; c’est la phase de coagulation (McMahon et Brown, 1984 ; Khalid et al., 1990 ; Mietton
et al., 1994 ; Tarodo de la Fuente et al., 1999 ; Schorsch et al., 2002). 11 faut, toutefois, signaler
qu’une réaction de protéolyse générale se déroule, deés la premiere phase de coagulation
enzymatique, sur toutes les caséines sous 1’effet de la chymosine. Le gel présure est trés
minéralisé, ce qui lui permet sa cohésion et sa fermeté avant le déclenchement de la synérese.

(Mietton et al., 1994 ; Tarodo de la Fuente et al., 1999).
4.3. La coagulation mixte
Ce type de coagulation consiste en 1’action de la présure et I’acidification du lait. C’est la

voie la plus utilisée dans les industries fromageres en particuliers pour la fabrication des

fromages frais (petit suisse, demisels....) et des fromages a pate molle (Camembert, Brie...).
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Figure 2 : Mécanisme de la coagulation du lait par la présure (Garnier et al., 1968 in : Alais,
1984).

5. Les facteurs influencant sur la coagulation du lait
5.1. Effet de pH

Le pH du lait exerce une influence sur le temps de coagulation et la fermenté de gel. En
effet, Selon (Mahaut et al., 2003), en passant de pH 6.7 a pH 5.6, la vitesse de coagulation est
multipliée par 30. Ceci résulte d’une augmentation de la vitesse d’hydrolyse, multipli¢e par 7,
et d’un plus faible pourcentage d’hydrolyse nécessaire a I’agrégation, cet accroissement de la

vitesse de la coagulation entraine une diminution de temps de raffermissement.

u
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5.2. Effet de température
Le phénoméne de coagulation est fortement dépendant de la température, la présure
possede un maximum d’activité¢ dans un intervalle de la température de 40°C a 42°C. La
coagulation ne se produit pas a une température inférieur a 10°C, devient extrémement lente

entre 10 et 20°C et est nulle au-dela de 65°C. (Mahaut et al., 2003).
5.3. Effet de la concentration en chlorure de calcium (CaCl,)

La réticulation du gel lors de la coagulation du lait par présure, impliquant des liaisons
phosphocalciques, est particulierement influencée par la teneur et la nature du calcium présent.
L’addition de CaCl, entraine une augmentation de calcium colloidale ayant pour conséquence
une augmentation de la taille des micelles et un abaissement du pH par association du
groupement phosphorique et carboxylique des protéines (Mahaut et al., 2003). Ainsi, un lait
pauvre en calcium coagule lentement et le gel obtenu est mou. L’addition de chlorure de

calcium peut rassurer 1’aptitude du lait a la coagulation. (Lenoir, 1985 et Balcone, 1996).
5.4. Effet de la concentration en enzyme

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

qui peut se formaliser selon 1’équation empirique suivant selon (Mahaut et al., 2003)

T-K/E+t,

Avec :

T, : temps de coagulation (s).

K : inverse de la constante de vitesse (mol.s/ 1).
E : concentration en enzyme (mol/l).

t.: temps €écoulé entre la fin de réaction enzymatique et le point de coagulation (s).

I11. Le genre penicillium

1. Geénéralités sur le genre pénicillium

Le nom de Penicillium est donné a un genre de champignons (moisissures), avec un thalle

entie¢rement mycélien. Ils sont considérés comme des deutéromycetes ou fungi imparfaits, il

2
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comprend environ 227 espéces définies essentiellement d’aprés les caracteéres du thalle, des
pénicilles et des spores, ainsi la vitesse de croissance du thalle du mycélium a différentes
températures et sur différents milieux (Pitt, 1988) .Certains Penicillium présentent une
reproduction sexuée avec formation d’ascocarpes. Ils sont classés, suivant les caractéres de la

paroi ascocarpique dans le genre TALAROMY CES ou EUPENICILLIUM.

De nombreuses espéces de penicillium sont utilisées au niveau industriel pour la
fabrication des fromages a titre d’exemple Penicillium chrysogenum, Penicillium griseofulvum,

Penicillium notamum (Botton et al., 1990).
2. Taxonomie

Selon (INSQ, 2001), La classification de Penicillium est résumée comme suivant :
Regne : Fungi
Phylum : Ascomycota
Classe : Euascomycetes
Ordre : Eurotiales
Famille : Trichomaceae
Genre : Penicillium

Espece : spp
3. Les protéases produites par le Penicillium sp

La production d'enzymes par I’espéce P. roqueforti varie en fonction des conditions de
culture (Moreau, 1980). Les espéces P. camemberti et P. roqueforti possedent des systémes
protéolytiques présentant entre eux de trés grandes analogies et synthétisent tous deux une
aspartyl protéase, une métalloprotéase, et des exopeptidases (aminopeptidases et
carboxypeptidases). Le niveau de production des diverses enzymes protéolytiques de
P.camemberti étudi¢ sur un assez grand nombre de souches varie relativement peu d'une souche
a l'autre.

L'action in vitro des enzymes protéolytiques sur les caséines met en évidence une
analogie d'action entre les enzymes de P. camemberti ct P. roqueforti. Cette analogie est plus
marquée pour les aspartyl protéases que pour les métalloprotéases. La protéolyse est
qualitativement assez proche dans les camemberts et les fromages a pate persillée et refléte bien
I'homologie observée au niveau des systémes protéolytiques des deux moisissures (Cerning,

1987).
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IV. Fermentation en milieu solide

1. Définition de la fermentation en milieu solide

Le terme fermentation en milieu solide est la traduction de « solid state fermentation » ou
de « solid substrat fermentation », expressions désignant toute fermentation dans laquelle le
substrat n’est pas liquide ; 1’eau ne doit pas occuper la totalité des espaces libres et ne doit pas
s’écouler librement (Hasseltine, 1972).La fermentation en milieu solide (FMS) est une culture
microbienne qui se développe en surface et a I’intérieur d’une matrice poreuse et en absence de
tout écoulement liquide. La matrice poreuse peut étre constituée d’un substrat humide ou d’un
support inerte capable d’absorber les nutriments qui se trouvent a I’état dissous. Ces milieux
peuvent étre soit des graines ; des céréales ou des produits végétaux organiques ou minéraux

granulés ou fragmentés (Raimbault, 1980 ; Trejo-Hernandez, 1992).

La fermentation en milieu solide est considérée comme une méthode prometteuse pour la

production d’enzymes microbiennes, de métabolites secondaires ou des composés bioactifs.
2. Lesavantages et les inconvénients de la FMS

La fermentation en milieu solide présente une multitude d’avantages et inconvénients par
rapport a la fermentation en milieu liquide (FML). Les avantages et les inconvénients sont

résumés dans le tableau II. (Losane et al., 1985 ; Hasseltine, 1987 ; Pandey et Soccol, 2000).



Partie Théorigue

Tableau Il : Les principaux avantages et inconvénients de la FMS.

Les avantages

Les inconvénients

Simplicité et moins d’espace de travail
nécessaire

Moins de perte d’eau, ce qui permet
d’éviter le probleme des -effluents
liquides, a traiter dans le cas de la FML
avec un matériel utilisé moins complexe
d’ou réduction des couts et ¢€nergie
requise

Absence d’un controle rigoureux des
parametres de la fermentation a cause de
simplicité des milieux de culture, en effet
le substrat de fermentation est
généralement trés simple et le plus
souvent naturel

Grande reproductibilité et le produit final
(spores) est facilement récupérable et
peut étre utilis¢ directement ou aprés un
simple séchage

Le volume du produit entreposé est
réduit, d’ou la diminution du cout de
stockage

Utilisation directe des spores ou des
cellules en suspension comme inoculum
avec une faible aération

Si on a affaire a une extraction
d’enzyme, la quantité du solvant utilisée
est trés réduite

La technologie de production d’enzymes
commerciales par FMS est simple, elle

ne porte pas sur OGM (Raimbault,1980).

Le risque d’une ¢lévation de
température a cause de problémes de
transfert de chaleur

Choix limit¢ des microorganismes
utilisables en raison du faible taux
d’humidité.

La mesure de la qualit¢ d’eau utilisée
avec une grande précision afin d’obtenir
le pourcentage d’humidit¢ le plus
favorable pour les microorganismes.

Le procédé de la FMS est plus lent que
ceux de la FML

Difficulté de la régulation de certains
parametres (pH, température, d’O; et de
CO,...) surtout a grande échelle.
Difficulté d’estimation de la biomasse
et transfert limit¢ de la chaleur et de
masse, ce qui impose une certaine
porosité du substrat.
Difficulté de controle et
d’automatisation de la fermentation

(Durand, 1983).
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Matériel et méthodes

I. Matériel biologique et milieu de culture
Au cours de notre expérimentation, nous avons utilisé une souche fongique Penicillium sp,

faisant partie de la collection du Laboratoire de Microbiologie Appliquée (Université de Bejaia)

Le choix de cette souche repose essentiellement sur son aptitude a produire les coagulases.
Elle est conservée a 4°C sur gélose inclinée (PDA). Un repiquage bimestriel est nécessaire afin

de garder la vitalité de la souche.

Le milieu de culture utilisés est de type solide (fermentation en surface), dans le but
d’optimiser une meilleure culture donnant une meilleure production d’enzyme, nous avons

utilisés le son de blé comme substrat de fermentation, il est composé de

e Son de blé humidifié avec 150 ml d’une solution a base de caséine (annexe C).
Ce milieu est réparti a raison de 40 g par Erlenmeyer de 250 ml puis stérilisés a 1’autoclave

a 121°C pendant 20 min.

Figure 3 : Préparation et répartition du substrat (Son de blé)
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Figure 4: la paillasse de travail

1. Obtention de I’extrait coagulant de Penicillium sp

1. Revivification de la souche Penicillium sp

La souche conservée a 4 °C sur un milieu gélosé incliné a été repiquée sur des boites de
Pétri contenant un milieu gélosé (PDA). La culture fongique est incubée a 30°C pendant 5 a 7

jours.
2. Préparation de I’inoculum

Apres ensemencement des boites de Pétri contenant le milieu PDA et leur incubation a
30°C pendant 5 jours, les spores sont libérées a I’aide d’une solution de tween 80 (0,1 %), puis

filtrés avec de la laine de verre stérile.

3. Ensemencement du milieu

Le filtrat sert a inoculer les milieux de culture contenus dans les Erlenmeyers. Les

milieux ainsi ensemencés sont incubés a 30°C pendant 7 jours.
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4. Extraction de I’enzyme

L’extraction de I’enzyme est réalisée chaque jour pendant 7 jours, 200 ml de I’eau
distillée sont ajoutés dans chaque Erlenmeyer. Aprés agitation mécanique a température

ambiante, le contenu est filtré a travers la gaze puis centrifugé a 4000 tours pendant 30 min a 4

°C.

Figure 5 : Inoculation du milieu Figure 6 : Agitation lors de I’extraction

I11. Etude des extraits coagulants

1. Mesure de I’activité coagulante

L’activité coagulante est déterminée selon la méthode de Berridge (1945) modifiée par
Collin et al., (1977). Cette méthode permet d’exprimer ’activité de I’extrait enzymatique en
unité de présure (UP), qui correspond a la quantité d’enzyme nécessaire pour coaguler 10 ml de

substrat standard en 100 secondes a 35°C.

L’unité de présure est calculée selon 1’expression suivante

UP = (10xV)/ (Toxv)

18
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Avec :
V : volume de lait (substrat de Berridge)* ajusté a pH 6.4 et porté a 35°C (ml).
v : volume de I’extrait enzymatique (ml).
T, : temps de coagulation (secondes).

*Le substrat de Berridge est préparé par addition de 12 g de lait écrémé a 100 ml de
CaCl,a 0.01 M. Apres 30 min d’agitation lente, le pH est ajusté a 6.4. La température du
lait est ramenée a 35°C afin de mesurer le temps de coagulation qui correspond a
I’apparition des premiers flocons sur la paroi interne du tube dans les conditions de

réaction (Figure 14, Annexe B)
2. Dosage des protéines

Le dosage des protéines totales de I’extrait enzymatique a été réalisé selon la méthode de
(Bradford ,1976). Le principe de ce dosage est bas¢ sur le changement d'absorbance (la mesure
se fait a 595 nm), se manifestant par le changement de la couleur du bleu de Coumassie apres
liaison avec les acides aminés basiques (arginine, histidine, lysine) et les résidus hydrophobes
des acides aminés présents dans la ou les protéines. L’intensité de la coloration est
proportionnelle & la concentration protéique contenue dans les extraits, cette concentration est
déterminée a 1’aide d’une courbe étalon établie en utilisant le sérum albumine bovine (B.S.A.).

(Figure 13, Annexe A).

IVV. Caractérisation de I’extrait coagulant brut

La caractérisation I’extrait enzymatique brut consiste a la détermination des conditions

optimales de I’activité coagulante en fonction de certains facteurs.

La mesure de I’activité coagulante est déterminée en mesurant le temps de coagulation

selon la méthode de (Berridge, 1945) modifiée par (collin et al., 1977).
1. Détermination de la température optimale d’activité

La température optimale de coagulation du lait a été déterminée en portant le lait a

différentes températures de 30°C a 75 °C avec un intervalle de 5°C.
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2. Influence de pH du lait

L’influence de pH du lait sur I’activit¢ coagulante de I’extrait enzymatique a ¢été

déterminée en faisant varier le pH du lait de 5,0 a 8 avec un intervalle de 0,5.
3. Détermination de la concentration optimale de CaCl,

L’influence de la concentration en CaClysur Pactivité coagulante a été déterminée en

faisant varier la concentration du lait en ions CaCl, de 0.00 a 0,09M avec un intervalle de 0,01 M.
4. Influence de la concentration en extrait enzymatique

Les activités coagulantes ont été déterminées en faisant varier la concentration en protéines

de I’extrait enzymatique de 0,02 4 0,2 mg / ml avec intervalle de 0,02 mg/ml.

5. Etude de la stabilité thermique de I’extrait enzymatique
La stabilit¢ thermique de I’extrait a ét¢ étudiée en mesurant son activité coagulante
résiduelle aprés maintien de ’extrait enzymatique a des températures variables de 30 °C a 80 °C
pendant 15min. L’activité coagulante résiduelle est exprimée en pourcentage par rapport a

I’activité initiale, et déterminée selon les conditions standards de mesure.
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Résultats et discussion

I. Mesure de I’activité coagulante

Afin d’évaluer I’aptitude de Penicillium sp a produire des protéases coagulantes le lait
nous avons utilisé un milieu de type solide avec solution caséine ; les résultats de I’activité
coagulante sont illustrés dans la figure 7.

Cette figure montre I’augmentation de I’activé coagulante de protéase fongique en
parallele avec I’augmentation de durée d’incubation jusqu’un atteindre sa valeur optimale de
production d’enzyme aprés 144 heures de la fermentation. De la on remarque I’abaissement de
leur activité, qui due peut étre a la diminution des conditions favorables de croissance de souche,
soit manque de substrat (source de carbone) , I’oxygene ( diffusion d’eau) ou pH du milieu

nécessaires a la croissance et la production d’enzyme.

0,18 -
0,16 -
0,14 -
0,12 -

Activité coagulante (UP)
o
|_\

0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0 & < | | . . | |
0 24 48 72 96 120 144 168 192

Temps (heure)

Figure 7 : Evolution de I’activité coagulante au cours de la croissance de Penicillium sp.

Des travaux précédents, de fermentation solide sur le son de blé, sur Aspergillus niger
(Bensmail, 2012), Aspergillus Oryzea (Shata, 2005), (Belhamiche, 2001) sur Mucor Pusillus
sur milieu solide et milieu synthétique. Et une notre résultat sur Rhizopus microsporus sur son

de riz (Sumantha et al., 2005) sont montrés I’obtention d’une activité coagulante optimale apres
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72 heures de fermentation a la méme température (a 30°C), ces résultats sont différente a celle
de nous résultats, qui peut étre due aux différents facteurs comme les caractéristiques
intrinséque de souche (capacité d’utilisé le substrat et production d’enzyme), comme il peut due
a la concentration d’inoculum dans le substrat.

Il. Caractérisation de I’extrait enzymatique brut

L’Activité coagulante optimale sur le lait de I’extrait coagulant brut en fonction de
certains parametres physico-chimique a été déterminéee par la mesure du temps de coagulation
du lait.

1. Influence de température sur I’activité coagulante

La détermination de la température optimale d’activité coagulante de préparations
coagulantes a été réalisée en mesurant le temps de coagulation a différentes températures du lait
allant de 30°C a 80°C.

La figure 8 présente le comportement de deux enzymes étudiée. L’optimum d’action pour
la coagulase brut de Penicillium sp et de présure animale est obtenu aux températures du lait
égal 70°C et 50 °C respectivement. Au-dela de ces températures, on remarque I’abaissement de
I’activité coagulante de deux enzymes jusqu'a s’annule a 80°C pour la coagulase fongique et a
60 °C pour la présure animale, qui due a la destruction totale de deux enzymes a ces
température.

Par ailleurs, I’extrait coagulant fongique, comparé a la présure animale, se montre actif a
75°C. A cette température, la présure est completement détruite. Comme elle montre que
chaque enzyme a sa température d’activité optimale.

D’apres les résultats obtenus, la température a un effet sur le temps de coagulation du lait
(vitesse de réaction enzymatique), et sur la thermosensibilité de I’enzyme coagulante
(coagulase fongigue comme a se dénaturer a 80°C, la présure commence a se dénaturer a 55°C
et est totalement dénaturée a 60°C).
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Figure 8 : Effet de la température du lait sur I’activité coagulante.

La présure présente une activité coagulante optimale a une température de 40°C (Garnot
et Martin, 1980).

Selon (Somkuti et Babel, 1968 ; Iwasaki et al., 1979 ; Mahechwari et al., 2004), I’activité
coagulante optimale de protéase de Mucors pusillus est obtenu a une température de 55°C, le
méme résultat a été obtenu par (Cavalcanti et al., 2004), sur la protéase coagulante de
Nocardiopsis sp.

La protéase d’Aspergillus niger brut et purifiée, ont une activité coagulante optimale a
une température de 45 °C (Bensmail, 2012).Par ailleurs (Kumar et al., 2005), I’enzyme sécrétée
par Rhizopus oryzae, présente un optimum thermique de 60°C, température optimale d’action
des enzymes de Bacillus (Madsen et Qvist, 1997 ; Matoub, 2000).

(Goursaud, 1999), a observé un optimum d’action a une température 52°C a 62°C pour
les préparations fongiques coagulantes de Mucors meihei, Mucors pusillus et
Endothiaparasitica. Belhamiche (2001 ; 2005), dans une étude de coagulase fongique brut et
purifié de Mucors pusillus, a noté une activité coagulante optimale a une température de 70°C

et 50°C respectivement.
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(Modler et al., 1979), ont notés une activité coagulante optimale a 45°C de coagulase de
Penicillium roqueforti. D’autre part (Morsli, 1996), a indiqué des températures des coagulases
purifiées de I’artichaut, du figuier et de poulet de 60°C ,80°C et 40°C respectivement.

Selon ces études, la température est en genérale plus élevé pour les enzymes de
microorganismes et de végétaux par comparaison aux protéases animales, en effet, I’Avantage
de ces enzymes réside en leur capacité.

La déstabilisation des micelles, en effet, I’élévation de température accroit le taux de
calcium et de phosphore dans la micelle et par suite ses dimensions (Brule et Lenoir, 1990).

2. Influence de pH du lait sur I’activité coagulante

La détermination de pH optimale d’activité des préparations coagulantes a été
réalisée en mesurant le temps de coagulation a différentes pH du lait de 5 a 8.

Influence de pH du lait sur I’activité coagulante de la coagulase fongique de
Penicillium sp et de présure animal est illustrée dans la figure 09. D’apres les résultats
obtenus la figure montre une activité coagulante optimale a pH 5 pour les deux extraits.
Cette activité diminue vis-a-vis avec I’alcalinisation du lait jusqu'a I’inactivation a pH 8 de

I’extrait fongique et a pH 7,5 de présure animale.
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Figure 9 : Effet du pH du lait sur I’activité coagulante
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Le temps de coagulation est plus court au début d’acidification du lait que plus tard, le pH
acide touche la stabilité de micelle de caséine par provocation de leur déminéralisation
(migration de ca et p vers le lactosérum), neutralisation des charges négatives , par suite
favorise I’agrégation des micelles et formation de gel ( coagulum) (Chazarra et al., 2007).

(Garnot et Martin, 1980) ont rapportés un pH optimum de 5,8 pour la présure
animale.

Une étude sur protéase coagulant d’Aspergillus niger a donné une activité optimale a
pH 5 (Bensmail, 2012). Le méme résultat a été obtenu par (Belhamiche, 2005) sur une
étude de coagulase fongique purifiée de Mucor pusillus. Ces résultats confirment les
résultats qu’on a obtenus.

L activité coagulante optimale de protéase fongique d’Aspergillus niger sur milieu
solide a été obtenue a un pH de 5,5 (Abdalaoui, 2007).

Le pH optimum de la coagulase du Mucor Pusillus est 3,5 en utilisant de la caséine
comme substrat (Ilwaski et al., 1979). La méme constatation a été rapportée par
(Belyauskati et al., 1980) pour la protease de Mucor renvinus testée sur I’hnémoglobine, les
travaux de (Khan et al. 1979) ont rapporté un pH optimum de 3,8. Par ailleurs, I’activité
optimale de la coagulase extraite a partir de I’artichaut se situe entre 4,5 et 5,5 (Llorente et
al., 2004), par contre, celle de la broméline est de 8,5 (Bruno et al., 2002).

Une activité de production optimale de protéase est observée a pH 9 sur Penicillium
sp LC j 228 (Benluvankar et al., 2015). Et une étude sur Penicillium commemberti et
requeforti, une activité optimale est proche de 5 et 5,5 respectivement (Cerning et al.,
1987)

L’effet du pH du lait sur I’activité coagulante des enzymes est fortement dépendant

de leur origine et de nature du substrat. Au-dela chaque enzyme a son pH d’activité.

3. Influence de concentration de CacCl, sur I’activité coagulante
L’influence du calcium sur I’activité coagulante de la protéase de Penicillium sp
comparée a la présure animale, a eté étudiée en faisant varier sa concentration dans le lait de
0.00 M & 0.09 M.
Les résultats indiqués par la figure 10 montrent que I’activité coagulante augmente
avec la concentration en CaCl, du lait. L’optimum d’activité coagulante est obtenu pour
une concentration de 0.05 M pour la coagulase fongique, et de 0.03 M pour la présure

animale. Au-dela, I’activité baisse par un effet inhibiteur de I’ion calcium.
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Figure 10 : Effet de la concentration en CaCl, du lait sur I’activité coagulante

Nos résultats ne confirment pas ceux obtenus par (Iwasaki et al., 1967 ; Houins et al.,
1973 ; Preetha et Boopolthy, 1997) sur Mucor Pusillus, qui ont indiqué une concentration
optimale de 0.01M. Par ailleurs, dans une étude similaire de la coagulase de Bacillus subtilis,
(Chemlal, 1999) a obtenu une concentration optimale de 0.05M.

L’activité coagulante de I’extrait enzymatique brut et purifiée de la souche fongique
étudiée, selon Belhamiche (2001,2005), a constatée pour une concentration en CaCl, de 0.04M
et 0.02M respectivement.

L activité coagulante augmente avec la concentration en CaCl, du lait avec un optimum
d’activité est observée a 0,02M pour le poulet contre 0,04M pour la présure. Et selon les
mémes auteurs, le calcium semble étre le facteur déterminant de I’aptitude de lait a la
coagulation (Nouani et al., 2011).

Le fait d’ajouter du chlorure de calcium au lait provoque une baisse de son pH, il s’agit

probablement d’un échange d’ion H* par ca™ sur la protéine (Alais et al., 1972).
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4. Influence de la concentration en extrait sur I’activité coagulante

L’activité coagulante des extraits coagulante, en fonction de la concentration en extrait, a
été estimé en mesurant le temps de coagulation pour des concentrations variables de 0.02 a 0.2
mg/ ml.

Les résultats obtenus dans la Figure 11, indiquent la présence d’une relation
proportionnelle entre I’activité coagulante et la concentration en enzyme soit pour la présure
soit pour I’extrait fongique. On note également I’absence de palier correspondant a la

concentration saturante en enzyme.
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Figure 11 : Influence de la concentration en extrait coagulant sur I’activité coagulante

Matoub (2000), a signalé la méme observation lors de son étude sur les protéases de
Bacillus subtilis

Chazarra et al., (2007) et Nouani et al., (2009) ont observé le méme comportement avec
les protéases extraites a partir des fleurs de Cynara scolymus et du latex de Ficus carica

respectivement.
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5. Etude de la stabilité Thermique de I’extrait enzymatique

La stabilité thermique de I’extrait fongique brut, comparé a la présure, a été étudiée en le
maintenant pendant 15 min a des températures de 30°C a80°C. Les résultants de la figure 12,
montrent que I’activité coagulante de la protéase de Penicilium sp est thermiquement stable
jusgu’a une température de 40°C et 35°C pour la présure. Au-dela de cette tempeérature, une
diminution de I’activité est notée jusqu’a I’inhibition totale & 50°C pour la présure et a 60°C
pour I’extrait fongique, due probablement a la dénaturation de la structure moléculaire de la

protéine.
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Figure 12 : Stabilité thermique de I’extrait enzymatique du Penicilium sp et de présure

Quand la température s’éléve au-dessus de 50°C, la dénaturation de la présure devient
sensible ; les fongiques sont plus résistants au chauffage ce qui explique que la température
optimale de la coagulation soit plus élevée (Alais, 1984). Effectivement, les travaux de Somkuti
et Babel (1968) et ce de Preetha et Boopathy (1997), ont indiqué une température d’inactivation

28



Résultats et discussion

de 65°C pour la coagulation du genre Mucor. En revanche, I’inactivation thermique de la
protéase de Rhizopus Oryzae, rapportée par (Kumar et al., 2004) a lieu a 72°C.
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Conclusion

Conclusion

Différentes recherches et études ont étés réalisés afin de trouver des succédanes de
présure commerciale coagulant le lait, et dans ce cadre notre travail pour le but de contribuer a
une meilleure connaissance des protéases coagulantes, issues de la culture d’une souche

fongique : Penicillium sp.

La culture a été réalisée par une fermentation solide a base de son de blé, et incubé a une
température de 30°C pendant 7 jours afin de croissance de souche et production de I’extrait

coagulant.

L’étude de I’extrait coagulant produit par Penicillium sp a permis de montrer, une

sécretion maximale de coagulase fongique aprés 144 heures de culture.

La détermination des conditions optimales d’activité coagulante de I’extrait coagulant
brut sur le lait contre la présure animale, indique un pH optimal de 5, température de 75 et
45°C, concentration en CaCl,de 0.05M et 0.03M respectivement et I’augmentation de I’activité
en paralléle avec I’augmentation de la concentration de préparations enzymatiques. Par ailleurs
les deux enzymes sont caractérisés par une activité coagulante relativement stable dans
I’intervalle de 30°C a 45°C pour la coagulase fongique et dans I’intervalle de 30°C a 40°C pour

la présure.
En perspective, il s’agit de compléter ce travail par une étude plus approfondie a savoir :

- L’optimisation des paramétres de synthese des protéases coagulante.
- Une étude comparée de I’extrait coagulant brut avec I’extrait purifié.
- La purification de I’extrait coagulant brut.

- L’estimation des aptitudes technologiques des extraits.
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Annexe A

Dosage des protéines (Bradford, 1976)

Préparation de la solution meére(BSA) (10mg/10ml)

Préparation des dilutions (0, 20, 40, 60,80 et 100 pg/ml)

On prend 100u 1 de chaque dilution

Ajouter 5 ml de la solution de Bradford a chaque dilution avec agitation immédiate

Repos pendant 5 mn a l'obscurité

Mesure des absorbances a 595 nm



Absorbances (a 595 nm)

14

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

20
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Concentration en B.S.A. (ng/ml)
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Figure 13 : Courbe étalon de la B.S.A.




Annexe B

Protocole de ’activité coagulante Berridge (1945) modifiée par collin et al

(1977).
Substrat (Lait écrémé en poudre low heat 12 + 0.02 g dissout
l dans 100 ml d’une solution aqueuse CaCl, a 0.01M)
Agitation (15 mn/ agitateur magnétique)
Repos (60 mn a température ambiante)
Répartition (10 ml par tube a essai)
l
Incubation (2 30°C au bain marie/ 15 mn)
l
Addition de I’enzyme (araison de 1 ml)
|
Homogénéisation (Immédiate par agitation manuelle rapide)

Trois retournements successifs apres 30

Secondes de temps zéro

L’observation de 1’apparition des flocons correspond au temps De coagulation

Figure 14 : Mesure du temps de coagulation par méthode de Berridge (1945)
modifiée par Collin et al (1977).



Annexe C

Milieux de cultures utilisés
Milieu PDA (GUIRAUD et GALZY, 1980)

Pomme de terre

v

Glucose

Agar (gélose)

v

v

L’eau distillée

v

Milieu Caséine (g/100 ml) (Ronald, 2004)

NaCl

Extrait de levure

v

v

Peptone

v

Agar

Eau distillée

v

v

v

Caséine

Solution de caséine (g/1)

Mg SO,

v

KCl

KH,PO4

v

v

FGSO4

v

ZnSO4

v

Caséine

v

200 g
20g
15¢g

1000 ml

100 ml

052¢g
0.82¢g
1.52¢g
00lg

001 g



Réactif de Bradford

BBC G 250 » 100 ml
Ethanol absolu > 50ml
Acide phosphorique a 85 % —> 100 ml

Compléter a 1000 ml avec 1’eau distillée.



ANNEXE D

Tableau III : La liste de matériel et produits utilisés lors de la pratique

Liste de matériel
utilisé
Agitateur
magnétique
Agitateur
mécanique
Autoclave
Bain marie
Balance
Centrifugeuse
normale
Centrifugeuse réfrigéré

Nom du fabricant
VELP SCIENTIFICA
Heidolph
Pbinternational
memmert
RADWAG Wagi

Nuve

CENTURION SCIENTIFIC

Pays fabricant
EUROPE
Germany

Milano Italie
Germany

Ankara turkey

United kingdom

Etuve memmert Germany

Four pasteur Trade Raypa

Microscope Labovision Germany

pH métre BOECO Germany

Plaque chauffante Trade Raypa

Spectrophotométre Rayleigh Chine

Vortex VELP SCIENTIFICA Europe

Liste de produits

utilisés

Sulfate d’ammonium Cheminova Madrid Espagne
International.S.A

Chlorure de EDEN_Labo

potassium

Sulfate de cuivre EDEN_Labo

Tartrate de sodium et de EDEN_Labo

potassium
NaOH
TCA
Tween 80
Ethanol

BIOCHEM Chemopharma
BIOCHEM Chemopharma
BIOCHEM Chemopharma
BIOCHEM Chemopharma

Quebec Montreal
Quebec Montreal
Quebec Montreal
Quebec Montreal



RESUME

La biosynthése de protéase par la souche fongique : Penicillium sp par fermentation
solide a base de son de blé a été étudiée. La production de cette enzyme est optimale apres
144 heures d’incubation a 30°C.

La détermination des conditions optimales de [I’activité coagulante par I’extrait
coagulant brut : la température, le pH, la concentration en CaCl, et de la concentration en

extrait a été etudié ainsi que leur stabilité thermique.

Mots clés : coagulation du lait, FMS, extraction, coagulase, caractérisation.
ABSTRACT

The biosynthesis of protease by the fungal stump: Penicillium sp by strong
fermentation on the basis of wheat bran has been studied. The production of this enzyme is

optimal after 144 hours of incubation at 30°C.

The determination of the optimal conditions of the coagulant activity by the raw
coagulant excerpt: the temperature, the pH, the concentration in CaCl, and the concentration

in excerpt has been studied as well as their thermal stability.

Keys words: Coagulation of milk, SSF, Extraction, Coagulase, Characterization.



