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RESUME

La présente étude vise la détermination du pouvoir coagulant et I’action protéolytique de la pepsine de poulet sur
les caséines du lait. La méthodologie suivie s’est basée sur la détermination du temps de floculation des caséines,
leur précipitation a pH 4,6 en solution de TCA pour exprimer les variations d'azote non caséinique (NCN : non-
casein nitrogen), et 1’azote non protéique (NPN : non-protein nitrogen). Ces variables sont comparés a la présure,
enzyme de référence en fromagerie. Les parameétres étudiés ont été déterminés apres action de chaque enzyme sur
les caséines dans un intervalle de temps de 0,5h, 1 h, 3h, 6 h, 9 h, et 24 h respectivement. Les résultats ont montré
qu'un litre de I’extrait brut de pepsine obtenu a partir de 400 g de proventricules coagule environ 13142 litres de
lait. Cette méme quantité de lait pourrait étre coagulée dans les mémes conditions par 0,18 litres de présure de
force (1 : 70815). D’autre part, la libération de NPN n’a pas montré une distinction significative entre 1’action de
la pepsine ou la présure, mais une différence notable (p<0,05) a été enregistrée dans les taux d'évolution de NCN
entre les deux enzymes. En effet, le taux de protéolyse aprés 24 h de coagulation par rapport & 1’azote total (TN)
exprimé par le rapport NPN/TN en% par la pepsine et la présure était respectivement 7,99 + 0,12 & 7,93+ 0,16 et
exprimé par le rapport NCN/TN en % 25,51 + 0,34 & 16,53+ 0,38. Le proventricule, estomac chimique, source de
pepsine de poulet et en partie jeté lors de 1’abattage, pourrait étre valorisé et éventuellement utilisé pour coaguler
environ 24,6 milliards de litres de lait/an.

Mots clés : pepsine de poulet, valorisation, coagulation du lait, protéolyse.

ABSTRACT

Chicken pepsin: coagulant and proteolytic effects on milk caseins

The present study aims to determine the coagulating strength and the proteolytic action of chicken pepsin on milk
caseins. The methodology followed is based on the determination of the caseins flocculation time, their
precipitation at pH 4.6 in TCA solution to express variations of non-casein nitrogen (NCN) and non-protein
nitrogen (NPN). These parameters are compared to rennet, the reference enzyme in cheese-making. The parameters
studied were determined after action of each enzyme (pepsin or rennet) on caseins in a time interval of 0.5 h, 1 h,
3 h, 6h, 9h, and 24 h respectively. Results showed that one liter of crude pepsin extract obtained from 400 g of
proventriculi coagulates approximately 13142 liters of milk. This same quantity of milk could be coagulated under
the same conditions by 0.18 liters of rennet with coagulating strength 1:70815. On the other hand, the release of
NPN did not show a significant difference distinction between the action of pepsin or rennet, but a considerable
difference (p<0.05) was noted in the evolution rates of NCN between the two enzymes. Indeed, the rate of
proteolysis after 24 h of coagulation compared to total nitrogen (TN) expressed by the NPN/TN ratio in% by pepsin
and rennet was respectively 7.99 + 0.12 & 7.93 £ 0.16 and expressed by the NCN/TN ratio in % 25.51 + 0.34 &
16.53 £ 0.38. The proventriculus, chemical stomach, source of chicken pepsin and partly discarded during
slaughter, could be recovered and possibly used to coagulate around 24.6 billion liters of milk/year.
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INTRODUCTION

La coagulation du lait pour la fabrication de fromages
traditionnels est réalisée avec de la présure de caillette de
ruminants. La présure de veau est la plus utilisée dans le
monde (Moschopoulou et al., 2007; Gonzélez-
Velazquez et al., 2021 ; Liu et al, 2021 ; Rajagopalan et
al., 2021). Ces derniéres années, le nombre de jeunes
veaux, sources de présure traditionnelle a diminué, tandis
que la production de fromage dans le monde augmente
continuellement. La recherche de substituts de présure
est en cours pour pallier aux problémes des prix éleveés et
des ressources en quantités limitées d’estomacs de
ruminants (Esteves et al., 2001 ; Afsharnezhad et al.,
2019 ; Rajagopalan et al., 2021). Toutes les enzymes
commerciales utilisées comme coagulants du lait sont des
protéinases aspartiques, (Silva et al., 2002 ; Rocha et al.,
2021). Parmi ces protéases se trouve la pepsine de poulet
(EC.3.4.23.1) qui peut étre extraite des préestomacs de
poulets dans lindustrie avicole. La promotion de
I'extraction de la pepsine de poulet serait justifiée en
Algérie du fait de sa facilité de valorisation et de sa
disponibilité liée a I'expansion de l'aviculture (250 000
tonnes/an) et de la production laitiere (355 000 tonnes/an)
(FAO, 2019). Nous avons donc jugé nécessaire d'extraire
cette pepsine de poulet, de déterminer son pouvoir
coagulant et de caractériser ses aspects protéolytiques en
estimant I'évolution de la libération de NPN (hon-protein
nitrogen) et de NCN (non-casein nitrogen).

MATERIEL & METHODES
1. Laitécrémé

La poudre de lait écrémé obtenue par le procédé moyen
chauffage (medium heat) (Molochansk Dairy, Ukraine)
a été reconstituée a 12 % (p/vol.) dans de I'eau distillée
et équilibrée pendant une nuit a 4°C. De l'azide de
sodium (0,04 % p/vol.) a été ensuite rajouté pour
empécher la croissance microbienne.

2. Enzymes coagulantes

2.1. Extrait de pepsine de poulet : I'extraction de
pepsine a été réalisée selon le protocole de Bohak (1970).
Cent grammes de proventricules de poulet ont été broyés
dans 300 mL de solution constituée de 30 g de NaCl et
79 de NaHCQ3 par litre de solution. Ensuite le mélange a
été agité pendant 3 heures a 4°C. Apreés filtration sur gaze
(0,5 mm), l'extrait brut a été acidifié avec HCI 3N jusqu'a
pH 2 pour activer la pepsine en 30 min., puis le pH a été
réajusté a 6,6 avec NaOH 1N.

2.2. Présure : la poudre commerciale de présure bovine
(MARSCHALL, Rhodia-Food France) contient au
minimum 75 % de chymaosine.

3. Tests d'activité enzymatique

Pour ce test, un mL de solution diluée de pepsine de
poulet ou de présure a été ajouté a des volumes de 10 mL
de lait écrémé réchauffé (substrat Berridge) pour la
coagulation a 30°C dans des tubes a essai. Le temps de
coagulation a été déterminé lorsque les premiers flocons
visibles sur la surface de verre en mouvement, sont
apparus. En raison de leur différence de concentration
enzymatique, I'extrait de pepsine de poulet et la solution
de présure commerciale ont été dilués pour limiter le
temps de coagulation du lait de 5 a 6 minutes (Green et
al., 1984). L'activité de coagulation du lait a été exprimée
en unité de présure (UP) et la force coagulante en unité
Soxhlet (US) (Alais, 1984).

Activité coagulante (UP mL™) = (10 x V)/(T x v)

Ou UP: unité présure, V : volume de lait, v : volume
d'enzyme, T : temps de coagulation du lait (s).

La force coagulante a été estimée en unités Soxhlet
(US) en utilisant I'activité de coagulation du lait (Alais,
1984)

Force coagulante = Activité coagulante / 4,16 103

4. Suivi de la protéolyse : L'activité protéolytique dans
les gels de pepsine de poulet ou de présure a été estimée
par la production de : (1) azote non caséinique (NCN :
Non-casein nitrogen) et (2) azote non protéique (NPN :
Non-protein nitrogen). Ceux-ci ont été déterminés
respectivement dans le surnageant apres précipitation de
caséine a pH 4,6, ou dans de l'acide trichloracétique
(TCA) 12 %. Les valeurs de NCN et NPN par rapport a
I’azote total (TN : Total nitrogen) ont été suivis pendant
des intervalles de temps de 30 min, 1 h, 3h,6 h,9het24
h. Les différentes fractions d'azote ont été estimées par la
méthode de Kjeldahl (IDF 20-1-1SO 8968-1: 2014).

5. Analyses statistiques

Les variations de la protéolyse des gels de pepsine de
poulet ou de présure, de 30 minutes a 24 heures sont
présentées comme des moyennes de mesures en triple et
soumises a une analyse de variance par STATISTICA
Version 13.2 (2016).

RESULTATS ET DISCUSSION

Les principales caractéristiques de I'extrait de pepsine de
poulet ou de la présure sont présentées dans le tableau 1.

Quatorziémes Journées de la Recherche Avicole et Palmipédes a Foie Gras, Tours, 9 et 10 mars 2022



Tableau 1 ;: Comparaison des niveaux protéolytiques de
I'extrait de pepsine de poulet et de présure lors de la
coagulation du lait

Caractéristiques Extrait brut de | Présure
pepsine de
poulet
Activité coagulante 60,06°+0,14 | 323,62 *y
Force  coagulante | 13142" £ 1498 | 70815+ 1865
(US)
Taux de protéolyse (a 24 heures de coagulation)
NPN/TN (%) 2551°£034 | 16,53 +0,38
NPN/TN (%) 2 b
7,99 +0,12 7,93 £0,16

Les moyennes ne partageant pas la méme lettre, sont
significativement différentes (p<0,05).

Le protocole d'extraction a montré qu'un litre de pepsine
de poulet brut obtenu a partir de 400 g de proventricules
pouvait coaguler environ 13 142 litres de lait. Cette
quantité de lait pouvait étre coagulée par 0,18 litre de
présure de force (1 : 70815). Le coiit d’importation de la
présure, enzyme utilisée par excellence dans la
fabrication de fromages par les industries laitieres en
Algérie, est d’environ 220 €/Kg. L’utilisation de pepsine
de poulet permettrait de coaguler le lait et par conséquent,
de faire des économies. Comme I’activité protéolytique
de la pepsine de poulet est relativement élevée
comparativement a 1’activité de la présure, elle est plutot
recommandée dans la coagulation du lait destiné a la
fabrication des fromages a pates pressees.

Figure 1 : Evolution de I’augmentation du NPN (A, x),
et du NCN (0, m) du gel pepsine et du gel présure
respectivement
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L’activité protéolytique des enzymes coagulantes a été
estimée a partir de la libération des fractions NPN et
NCN par rapporta TN (Figure 1).

Les rapports NPN/TN et NCN/TN dans le lait écrémé
sont respectivement de 5,1 % et 33,3 %. Ces résultats
sont cohérents avec ceux rapportés par Alais (1984), qui
sont de 5 pour NPN et de 32 % pour NCN. Aucune
différence significative n'a été notée dans l'activité
protéolytique des deux enzymes lorsqu'elle est exprimée
en par le rapport NPN/TN. L’allure de la libération du
NPN pour les deux enzymes est similaire. Cette
libération s’est déroulée en deux étapes : (a) : 0-9 h, au
cours desquelles il y a eu une augmentation d’environ 5,8
% pour la pepsine et 5,4 % pour la présure ; (b) : 9-24 h,
pendant lesquelles il y avait une stabilisation de la
libération des fractions NPN a environ 0,5 %. Cependant,
I'activité protéolytique indiquée par la libération du NCN
a montré une différence significative (p<0,05) entre la
pepsine et la présure. Pour la pepsine, il y a eu une
augmentation continue de la libération du NCN d'environ
16 % de 0 h (9,4 %) a 24 h (25,5 %). Néanmoins, la
présure a montré deux niveaux d'activité protéolytique, le
premier étant caractérisé par une augmentation de la
libération du NCN d'environ 9,5% de O h (7,0%)a9h
(16,5 %), le deuxieme niveau se stabilisant de 9 h a 24 h.
Ainsi, une augmentation de l'activité protéolytique de la
pepsine sur les caséines, indiquée par la libération de
NCN s'est produite de 30 minutes a 24 heures
d'incubation sans qu’il ait une stabilisation contrairement
a Iactivité de la présure qui s’est stabilisée de 9 h 424 h
d’incubation.

La libération similaire du NPN par la présure et par la
pepsine indique que la cas€ine k constitue un substrat
specifique de la pepsine lors de la phase primaire (ou
phase enzymatique) de la coagulation du lait et que cette
protéolyse aboutit a la formation de deux fragments
distincts, la paracaséine k, a caractére hydrophobe et la
caseinomacropeptide (CMP) a caractére hydrophile
(Alais, 1984).

En outre, si aucune augmentation dans la libération
d'azote soluble dans I'acide trichloracétique a 12 p. 100
n'est observée dans I’intervalle de temps étudié, cela peut
étre dd au fait que les produits d'hydrolyse des autres
caséines (as ou B) par la présure ou par la pepsine sont
des composés de poids moléculaire élevé, insolubles
dans le TCA, réactif déprotéinisant.

De maniére générale, I'azote non protéique ne représente
gu'une faible fraction de I'azote du lait, entre 5 et 6p. 100,
soit I'équivalent de 1,6 a 1,9 g de matiére azotée totale
(N X 6,39) par kg de lait (Veisseyre 1979, Alais, 1984).

Ces résultats obtenus sont appuyés par ceux donnés par
Veisseyre (1979), qui a signalé que le taux de libération
de NPN & partir de la présure s'est stabilisé & environ 4,5
% de TN du lait et I’allure des courbes est similaire a celle
de cette présente étude. A 1’opposé, certaines protéases
comme la trypsine, la chymotrypsine et d’autres, issues
de microorganismes tels que Mucor pusillus, Mucor
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miehei et Endothia libérent du NPN en continu dans du
TCA 12 % sans aucune stabilisation. (Houins et al, 1973 ;
Veisseyre, 1979 ; Alais, 1984 ; Morellon-Sterling et al,
2020 ; Holt et Carver, 2021 ; Guinee,2021 ; Liu et al,
2021).

La différence de libération de NCN peut s'expliquer par
la spécificité de la présure qui hydrolyse la caséine kappa
uniquement au niveau de la liaison Phe(105)-Met(106),
principalement dans une gamme de pH de 5,8 4 6,8 alors
que le site actif de la pepsine contient deux résidus
d'acide aspartique, Asp 32 et Asp 215 qui clivent les
résidus d'acides aminés aromatiques (Tyr, Trp, Phe) et
hydrolysent préférentiellement les liaisons peptidiques
hydrophobes (Leu, lle, Ala et Val) ainsi que Glu. Ainsi,
I’activité des enzymes protéolytique différe selon leur
origine et leur spécificité qui dépendent étroitement des
acides aminés et parfois des métaux, qui composent leurs
sites de fixation et leurs sites catalytiques (Bayliss et al.,
1969 ; Andreeva et Rumsh, 2006, Keil, 1992, Qi et al.,
2007 , Afsharnezhad et al., 2019, Gonzalez et al., 2021,
Rajagopalan et al., 2021, Rocha et al., 2021).

CONCLUSION

Les résultats de cette étude ont montré qu'un litre de
pepsine de poulet brut obtenu a partir de 400 g de
proventricules coagule environ 13 142 litres de lait.
Aucune différence significative n'a été notée entre
I'activité protéolytique de la pepsine de poulet et celle de
la présure lorsqu'elle est exprimée en NPN. Ceci peut
indiquer que leur hydrolyse des caséines était tres
spécifique et limitée. Le modele de libération du NCN
différait significativement (p<0,05) entre la pepsine et la
présure. Une augmentation de I'activité protéolytique de
la pepsine sur les caséines, basée sur la libération de NCN
s'est produite de 30 minutes a 24 heures d'incubation et il
n'y a eu aucune stabilisation. L’utilisation de la pepsine
de poulet comme substitut de la présure dans la
coagulation du lait et la fabrication du fromage
notamment a pate cuite est réalisable. Elle doit étre
encouragée compte tenu de l'augmentation de la
production de volaille et du lait cru en Algérie.
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