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RECHERCHE DE SUCCEDANES DE PRESURE DANS UN COPRODUIT
D’ABATTAGE : LES CAILLETTES OVINES
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RESUME

En fabrication fromaggre, le caractére irrégulier de 1’approvisionnement en présure a conduit a
I’emploi de préparation enzymatique d’origines divers, et coagulant le lait de facon similaire a la
présure. Parmi ces enzymes, les pepsines extraites de caillettes d’animaux adultes se sont révé-
1ées apte a coaguler le lait, mais avec des adaptations technologiques qui permettent de remédier
a leurs sensibilités vis-a-vis des variations de pH.

L’utilisation des caillettes ovines comme matiére premicre a la production d’extrait enzymatique
offre d’une part la possibilité de fournir un coagulant de remplacement a 1’industrie fromagere et
d’autre part d’envisager la valorisation de ce coproduit d’abattage.

Dans le présent travail, nous avons étudié le procédé d’obtention de 1’extrait coagulant selon qua-
tre protocoles dans le but d’optimiser le rendement d’extraction. Les résultats obtenus montrent
que des quatre méthodes d’extractions employées, la macération des broyats de caillettes dans
une solution acidifiée s’avere la plus avantageuse. Elle est conduite a une température de 35°C
pendant une durée de 96 heures pour un rapport de poids de caillette (g) sur un poids de solution
d’acide chlorhydrique (0,2 M) égale a 8 :10. La caractérisation de cet extrait enzymatique brut
de la pepsine ovine présente une activité de 5-7 UP/ ml pour une concentration en protéines qui
avoisine les 35 mg/ml.

Mots Clés : pepsine, lait, coagulation, extraction, caillette ovine, valorisation.
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INTRODUCTION

L’ Algérie qui reste dépendante en matiére
d’approvisionnement en agents coagulants
vis a vis des laboratoires étrangers, a recours
a I’importation de ces produits en vue de leur
utilisation dans la fabrication de deux types
de fromages : le Camembert et I’Edam.

Pendant la période 1997-2001, I’industrie
fromagere a utilisé 4.324 kg de présure et
ses concentras, soit un cott de 1’ordre de 16

millions de DA (Statistiques du Commerce
Extérieur, 2002).

Par ailleurs, 1I’Algérie dispose d’un poten-
tiel de coproduits d’abattage trés variés. A
titre indicatif, en 1999, 1.619.488 tétes du
cheptel ovin ont été abattues. Cette opéra-
tion d’abattage permettait ainsi, d’obtenir
en plus de la carcasse, un ensemble de
coproduits dont une grande partie serait uti-
lisée directement en alimentation humaine.
Néanmoins, aucune voie de valorisation en
vue d’une meilleure exploitation n’a été
envisagée a ce jour.

Parmi les voies de valorisation des copro-
duits d’abattage d’ovins, la production
d’enzymes coagulants le lait a partir de la
caillette constitue un exemple d’intérét. En
effet, le principal agent coagulant le lait est
la présure, dont 1’utilisation est confrontée
a la contrainte de sacrifice des jeunes
veaux. En conséquence I’industrie froma-
gere subit une crise dans 1’approvisionne-
ment de ce coagulant. Cette situation a
donné une impulsion aux recherches sur les
enzymes de remplacement de la présure
(Ramet, 1997).

A T’heure actuelle, les coagulants apparte-
nant au groupe de pepsines issus des

caillettes bovines, de muqueuses gastriques
de porc, du proventricule du poulet sont
largement employ¢és en fromagerie dans de
nombreux pays.

Par ailleurs, la préparation industrielle de la
présure et de ses substituts est réalisée par
macération des muqueuses gastriques dans
des solutions salines de chlorure de sodium
ou bien par autodigestion au moyen d’eau
acidifiée par I’acide chlorhydrique.

Ce travail illustre les conditions optimisées
d’obtention d’un extrait enzymatique
coagulant a partir de caillettes ovines et
discute les possibilités de sa production
industrielle.

MATERIELS ET METHODES

Les caillettes d’ovins adultes ont été préle-
vées au niveau de 1’abattoir d’El Harrach,
puis transportées au laboratoire ou elles ont
été lavées, dégraissées, débarrassées de
leurs parties pyloriques et broyées. Les
broyats de caillettes homogénéisés ont été,
ensuite, conserves au congélateur a - 18°C.
L’obtention de I’extrait enzymatique
coagulant est réalisée par macération des
broyats de caillettes dans quatre solutions
extractives préconisées par différents
auteurs :

— Eau distillé (O’Leary et Fox, 1975) ;

— Solution de HCI 0,2 M (Valles et Furet,

1977).

— Saumure a 6% de NaCl + 2% de H;BO,

(1 : 8 v/v) (Anifantakis et Green, 1980) ;

— Saumure a 10% de NaCl + 1% de

Benzoate de Na (Goursaud, 1999) ;

La macération est conduite a une tempéra-
ture de 25 °C pendant une heure d’incuba-
tion, a raison de 100 g de caillette pour
100g de solution extractive.
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A la fin de la période d’incubation, I’homo-
génat macéré est filtré a travers un Buchner
contenant de la gaze puis centrifugé a 2500
g pendant 15 minutes. Le surnagent récupé-
ré est activé en ajustant le pH a 2 par une
solution d’acide chlorhydrique pendant 10
min puis, il est réajusté définitivement a pH
6 par de la soude.

Les extraits coagulants ainsi obtenus ont
été clarifiés selon la méthode de Valles et
Furet, (1977). La -caractérisation des
extraits enzymatiques bruts et clarifiés a
porté sur :
- La mesure de I’activité coagulante vis-
a-vis du lait selon la méthode de Berridge
modifié par Collin et al., (1977).
- La détermination de la concentration en
protéines totales selon la méthode de
Lowry et al., (1951).
- L’estimation des rendements d’extrac-
tion selon Valles et Furet (1981).

La solution extractive a base d’eau acidi-
fice a ’'HCI1 0,2 M, ayant donné le meilleur
rendement d’extraction de 1’activité coagu-
lante, a été préconisé pour 1’optimisation
des paramétres d’extraction suivants :

- Quantité de caillette mise en ceuvre ;
- Concentration en HCI ;
- Température et de la durée de macération.

RESULTATS

1 - Influence de la nature de la solution
d’extraction, effet de la clarification

Le taux d’extraction de I’enzyme varie en
fonction du milieu de macération. Cette
variation relativement faible lorsque la
macération est conduite dans de 1’eau ou
dans la saumure, elle est notable dans le cas
de la macération dans la solution 0,2 M de
HCI (Tableau I).

Tableau 1 : Variation de 1’activité coagulante et du rendement d’extraction en fonction du milieu

de macération. Effet de la clarification.

Solutions HC10,2 M HZO +1 % de | 10 % de NaCl | 6 % de NaCl
extractives Benzoate de| T 1% +2% H, BO 4
Parameétres Na Benzoate de

Na
pH du milieu | 0,91 6,03 5,86 5,43
AC (UP) / 0,29 0,41 0,35
avant
activation
AC (UP) aprés | 2,27 0,81 0,89 0,84
activation
Rt (UP/g de | 0,96 0,68 0,51 0,65
caillette)
AC (UP) 1,72 0,69 0,19 0,24
(apreés
clarification)
Rt (UP /g de | 0,73 0,53 0,10 0,18
caillette)
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Conditions de macération : Poids de
broyat de caillette = 100g ; poids de la solu-
tion extractive = 100 g ; Température d’in-
cubation = 25°C ; Temps de macération =
60 minutes.

L’ajout de NaCl a I’eau facilite I’extraction
et permet d’avoir des extraits plus actifs
mais des rendements d’extraction plus faible
a cause de la viscosité qui géne la filtration.

Une clarification s’avére indispensable
pour les jus de macération obtenus avec
I’eau et la saumure. Cette étape permet de
corriger la couleur de I’extrait du brun rou-
gedtre au jaune d’or (fig. 2 et 3).
Cependant, cette opération entraine une
perte d’activité particuliérement notable
avec les jus de macération saumure.

2 - Influence de la quantité de caillette
mise en ceuvre

L’activité coagulante et le rendement d’ex-
traction varient relativement, de mani€re
proportionnelle avec la quantité de caillette

il

| b, €2 d,
Figure 3 : Extraits clarifiés :
a:HCI02M, b::HO
¢ : NaCl 6%, di : NaCl 10%

mise en ceuvre (fig. 4). En effet, une aug-
mentation du poids de caillette entraine une
augmentation de 1’activité coagulante, et
une diminution du rendement d’extraction.
Cependant, au-dela de 80 g de caillette
mise en ceuvre, la variation de 1’activité
coagulante et du rendement d’extraction est
relativement faible.

4
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Figure 2 : Extraits obtenus aprés macération
dans: a:HCI02M, bi:HO
c2 : NaCl 6%, d : NaCl 10%.

Figure 4 : Variations de ’activité coagulante et
du rendement d’extraction en fonction de la qua-
lité de caillette mise en ceuvre.
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3 - Influence de la concentration en HCI
L’augmentation de la concentration en HCI
entraine une augmentation de 1’activité
coagulante et du rendement d’extraction
jusqu’a une certaine limite (0,2 M) au dela
de laquelle I’activité et le rendement dimi-
nuent (fig. 5).
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Figure 5 : Variations de I’activité coagulante et
du rendement d’extraction en fonction de la
concentration en HCI des solutions extractives.

4 - Influence de la température et de la
durée de macération

La variation de la température et de la
durée de macération montre que l'extrac-
tion est d'autant plus rapide que la tempéra-
ture est élevée. (fig. 6 et 7).
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Figure 6 : Influence de la durée de macération a
25 °C sur lactivité coagulante et le rendement
d’extraction.
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Figure 7 : Influence de la durée de macération a
30 °C sur ’activité coagulante et le rendement
d’extraction.

Par ailleurs, ’¢lévation de la température
au-dela de 25°C améliore le rendement
d’extraction. En effet, la figure 6 fait appa-
raitre une chute trés importante du rende-
ment a 25°C, au-dela de 6 heures de macé-
ration ce qui n’est pas observé pour des
températures supérieures. La température
de 35°C avec une durée de macération de
I'ordre de 96 heures, conduit aux activités
enzymatiques (coagulantes) les plus éle-
vées avec de meilleurs rendements (fig. 8).
Cependant, lorsque la macération est
conduite a 40°C, D’activité coagulante et le
rendement d’extraction chutent (fig. 9).
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Figure 8 : Influence de la durée de macération a
35 °C sur ’activité coagulante et le rendement
d’extraction.
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Figure 9 : Influence de la durée de macération a
40 °C sur lactivité coagulante et le rendement
d’extraction.

Ces essais préliminaires ont permis d'adop-
ter des conditions optimales d'extraction.
La préparation des extraits est alors, réali-
sée selon le protocole suivant :

A un poids de caillette (PU), on ajoute un
poids égal a 1,25 x PU d'une solution de
HCI 0,2 M. Le mélange est incubé a 35°C
pendant 96 heures.

Dans ces conditions expérimentales, 1g de
caillette donne une activité coagulante de 9
UP. Pour produire 1 litre d'extrait enzyma-
tique de force 1/10.000 (qui correspond la
présure commerciale), il faut préconiser
environ 9 caillettes ovines d'un poids
moyen de 120 g.

DISCUSSION

La méthode adoptée permet d'une part I'ex-
traction de la pepsine et du pepsinogéne et
d'autre part I'activation de ce pepsinogene.
Cette extraction est conditionnée par diffé-
rents parametres : le pH de la solution
extractrice, la température et la durée de
macération (Cuvellier, 1999).

L'utilisation d'une solution d’acide chlor-
hydrique 0,2 M montre qu'une force
ionique minimum est nécessaire pour une
meilleure extraction. En effet, selon Tsouli
(1974), le taux de NaCl n’a pas d’influence
sur celui de I’extraction enzymatique, mais
il reste qu’avec 1’eau seule, on obtient des
solutions moins actives. Valles et Furet
(1977), en comparant les rendements d’ex-
traction obtenus par les macérations acides
et dans 1’eau, rapportent qu’une seule
macération acide permettait d’obtenir
autant de pepsine que trois macérations
consécutives effectuées dans [’eau.
Contrairement a ces auteurs, Abd-El-
Rahman et al., (1990), indiquent que I’em-
ploi de I’eau seule est plus favorable a I’ex-
traction de la pepsine du lapin.

D’autre part, cette enzyme montre une
grande stabilité¢ a ces valeurs de pH. Ceci
est en accord avec les résultats de Fox et
al., (1977), qui rapportent que la pepsine
ovine ne présente pas de perte signifiante
d'activit¢ dans la marge de pH 1,0 - 4,5
pendant 24 h a 20°C.

Par ailleurs, lorsque la macération est réali-
sée a 25°C et 30°C un caractere collant et
glaireux de la solution extractive est obser-
vé. En fin de macération subsistait une
quantité de résidu qui par leur nature gluan-
te retenait une quantité importante de liqui-
de, ce qui explique le faible rendement
d'extraction obtenu comme le montre la
figure 6.

Quand la macération est réalisée a 35°C et
40°C, le caractere collant disparait, mais un
autre phénomene est observeé ; la désinté-
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gration des broyat de caillettes. Un volume
d'extrait brut trés important est obtenu,
aboutissant a un rendement d'extraction
¢levé. Ces résultats sont en accord avec
I'ensemble des observations de Valles et
Furet (1977). D’aprées ces auteurs, ces obs-
ervations peuvent étres attribués en partie a
I’abondance du collagéne présent dans le
tissu musculaire des caillettes.

Il est a noter, qu'apres 6 heures de macéra-
tion a 40°C, un phénomeéne de destruction
de l'enzyme intervient se traduisant par une
diminution de l'activité coagulante et du
rendement. Ce phénomeéne de destruction
des protéases gastriques a déja été décrit en
1972, par Valles et Mocquot dans une étude
similaire. Ils ont montré une perte d’activi-
té apres 24 heures de macération a 50°C.

Enfin l'application de cette méthode selon
les conditions optimales obtenues pour la
préparation de la pepsine ovine présente
plusieurs avantages qui méritent d'étre cités :

— C'est une méthode qui ne comporte
aucun gaspillage de caillettes, puisque la
macération conduite selon la méthode
adoptée entraine la désintégration totale
des tissus et par conséquent, il n’y a pas
lieu de procéder a des extractions succes-
sives en vue de 'épuisement des caillettes
comme c'est le cas pour les macérations
dans la saumure ;

— C'est une méthode qui ne nécessite
aucun traitement comportant l'addition
d'antiseptique ni de clarification.

Toute fois, la variation des concentrations
enzymatiques entre les différents lots n’a

pas été prise en considération, la provenance
de ces caillettes n’ayant pas au départ, été
définie. Des travaux anciens ont montré
l'influence des facteurs tel que la race,
l'age, et I'alimentation sur le contenu enzy-
matique des caillettes (Garnot et al., 1974 ;
1977 ; Valles et Furet, 1981).

Les conditions de nettoyage des caillettes au
niveau des abattoirs sont un autre facteur qui
semble, conditionner le contenu enzyma-
tique des caillettes avant I'extraction.

En effet, la préparation des caillettes doit
étre limitée a un lavage a 1’eau courante
sous une légere pression. Selon Mann
(1963), il faut éviter 'utilisation de 1’eau
chaude et le nettoyage a I’aide d’une bros-
se, qui entraine une dissolution rapide de la
pepsine et une perte d’activité et de rende-
ment d’extraction.

Par ailleurs, la caractérisation de 1’extrait
enzymatique montre une activité coagulan-
te qui varie de 5-7 UP/ ml pour une concen-
tration en protéines qui avoisine les 35
mg/ml. Ces résultats semblent en accord
avec les résultats de Fox et al., (1977), et
Virto et al., (2003) ayant étudié 1’extrait
enzymatique de pepsine ovine obtenu tradi-
tionnellement.

CONCLUSION

La valorisation des caillettes d'ovins adul-
tes en vue de la préparation de la pepsine
ovine et la caractérisation de son activité
coagulante sont les objectifs principaux
recherchés lors de cette étude.
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La méthode d’extraction mise au point
consiste en la macération d’un poids de
caillette broyées dans une solution acidifiée
0,2 M de HCI selon le rapport 8/10 (w/w).
Le mélange est porté a une température de
35°C pendant une durée de 96 heures.

Cette méthode d’extraction a permet d’ob-
tenir des rendements d’extraction plus inté-
ressants par rapport aux autres méthodes
testées et présente certains avantages en
I’occurrence, le maintient du jus de macé-
ration dans des conditions (pH < 2) qui
limitent les risques de contamination
microbienne pendant toute la durée d'incu-
bation, et ce contrairement aux macérations
conduites dans des saumures a des tempé-
ratures moyennes avec lesquelles, il est tres
difficile d'obtenir des extraits exemptes de
contaminations microbiennes en absence
de conservateurs.

A ce stade de notre étude, et sans préjuger
des résultats obtenus, nous pouvons affir-
mer que les caillettes d’ovins constituent
une source potentielle de pepsine qui peut
substituer, en partie, la présure classique.
La méthode d’extraction adoptée peut étre
employée a plus grande échelle, néanmoins
I’utilisation des caillettes ovines pose le
probléme de leur collecte. Enfin, I'utilisa-
tion de la pepsine ovine en tant que substi-
tut de la présure est conditionnée par la
possibilité de la préparation de cette protéa-
se de manicre stable et continue d’une part,
et d’autre part des propriétés technolo-
giques qui caractérise cette enzyme.

En conséquence, il ya lieu d’envisager une
¢tude sur les propriétés physico-chimique

de cet extrait coagulant et de son aptitude
fromagere afin de pouvoir répondre a la
question de son emploi en fromagerie.
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