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Abréviations

ABREVIATIONS.

ACE : angiotensin | - converting enzyme

AMC : amino-méthyl-coumarine

ACN : acétonitrile

AMSOL : association de I’industrie des semence de plantes oléoprotéagineuses
AP : activité protéolytique

APS - persulfate d'ammonium

BAEE : Nabenzoyl-L-arginine éthyl-ester

BHK : ovaire de bébé hamster

CHO : ovaire d’hamster chinois

CLHP : chromatographie liquide haute performance

CLHP-ET : chromatographie liquide haute performance d’exclusion de taille
CLHP-EI : chromatographie liquide haute performance d’échange d’ions
CLHP-PI : chromatographie liquide haute performance en phase inverse
DF - diafiltration

DH : degré d’hydrolyse

DHt : degré d’hydrolyse a un temps donné

E :enzyme

Ea : enzyme active

EaSr : complexe enzyme-substrat hydrolysable

Ea : enzyme active ou énergie d'activation (selon le contexte)

EC : électrophorése capillaire

Ed : enzyme dénaturée ou énergie d'activation de dénaturation (selon le contexte)
EDTA : acide éthyléne diamine trétraacétique

El : complexe enzyme-inhibiteur

ES . complexe enzyme-substrat

ESB : encéphalopathie spongiforme bovine

ESI - ionisation par électrospray

ESS : complexe enzyme-substrat-substrat

Eo : concentration initiale en enzyme

Ei : enzyme inactivée

FAO : food and agricultural organization

FMOC . 9-fluorenylmethyl chloroformate

fn : facteur de conversion Kjeldahl

I - inhibiteur d'enzyme

IH : indice d’hydrophobie

ind. > indéterminé

MM : masse molaire

Mp : masse de protéine

MPV : matiére protéique végétale

MS : matiére seche

M+H" : molécule cationisée d'un proton dans la source du spectrométre de masse
n.c. : non caractérisé

n.d. : non déterminé

OPA : orthophtaldialdéhyde

P . produit

pHo : pH optimal

pl : point isoélectrique

PMSF : fluorure de phényl méthane sulfanyl

PROLEA : filiére francaise des huiles et protéines végétales

PVPP : polyvinyl polypyrrolidone

REP : ratio d’efficacité protéique



Abréviations

Rdt
RSM

S

SDS
SDS-PAGE
SHMP
SM

So

Sr

T

To
TAME
TCA
TEMED
TFA
™
TNBS
TIB

tr

UA

UF
Urca
uv
Vero
VIH
3-MPA

: rendement protéique

: response surface methodology

- Ssubstrat

: sodium dodecyl sulfate

: sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis
: hexamétaphosphate de sodium

: spectrométrie de masse

: concentration initiale en protéines

- substrat « hydrolysable »

: température

: température optimale

: p-toluenesulfonyl-L-arginine méthyl-ester

: acide trichloroacétique

- NNN'N'-tétraméthyl éthyléne diamine

- acide trifluoroacétique

: taille moléculaire

: acide trinitrobenzéne sulfonique

: transferrine, insuline, albumine

: temps de rétention

> unité Anson

: ultrafiltration

: unité arbitraire d'activité protéolytique (définie dans ce travail)
> ultra-violet

: rein de singe vert

: virus d’immunodéficience humaine
- acide 3-mercaptopropionique

Abréviation des acides aminés :

Code a 3 lettres

Code a 1 lettre

Alanine Ala A
Arginine Arg R
Acide aspartique Asp D
Acide glutamique Glu E
Asparagine Asn N
Cystéine Cys C
Glutamine Gln Q
Glycine Gly G
Histidine His H
Isoleucine lle I

Leucine Leu L
Lysine Lys K
Méthionine Met M
Phénylalanine Phe F
Proline Pro P
Sérine Ser S
Thréonine Thr T
Tryptophane Trp W
Tyrosine Tyr Y
Valine Val \
Acide aspartique + Asparagine AsX -

Acide glutamique + Glutamine GIx -

N'importe quel acide aminé Xaa




Nomenclature

NOMENCLATURE.

aeth : coefficients

A : coefficient d'équivalence entre Sg et Vaon (g/L.mL)

B : coefficient de proportionnalité entre DH et Vyaon

DH : degré d'hydrolyse déterminé par la méthode du pH-Stat (%)

DHim : degré d'hydrolyse maximal pouvant étre atteint (DH limite) (%)

DHt : degré d'hydrolyse a un temps donné t (%)

DH+ca : degré d'hydrolyse déterminé par la méthode au TCA (%)

DH1ngs : degré d'hydrolyse déterminé par la méthode au TNBS (%)

DHs, : degré d'hydrolyse obtenu a 5 mn (%)

E ou E; : concentration totale d'enzyme active (mL/L ou g/L)

Ea : concentration d'enzyme active libre (mL/L ou g/L)

Ea : énergie d'activation (J/mol) ou concentration d'enzyme active (g/L) (selon le contexte)
EaSr : concentration en complexe enzyme-substrat hydrolysable (g/L)

Ed : énergie d'activation de dénaturation (J/mol)

Eo : concentration initiale en enzyme (mL/L ou g/L)

Eo/So : ratio enzyme/substrat (%)

E;(0) : concentration initiale de I'enzyme n® 1 de I'Alcalase 2,4L (mL/L)

E»(0) : concentration initiale de I'enzyme n° 2 de I'Alcalase 2,4L (mL/L)

E; : concentration de I’enzyme active n° 1 de I'Alcalase 2,4L (mL/L)

E, : concentration de I’enzyme active n° 2 de I'Alcalase 2,4L (mL/L)

h : nombre de liaisons peptidiques clivées (méqv/g protéines)

ot : nombre total de liaisons peptidiques (méqv/g protéines)

J . critére de type moindre carré

Jopt . critére de type moindre carré optimisé

k : constante de vitesse (temps™)

Ko : constante de vitesse initiale (temps™)

kg : constante de dénaturation (mn™ ou h™)

Kamoy : constante de dénaturation moyenne de I'Alcalase (mn™ ou h™)

Kq : constante d'Arrhénius de dénaturation (mn™ ou h™)

ki : constante d'inactivation (L/mL.mn)

Ki; . constante d'inactivation de I'enzyme n° 1 de I'Alcalase 2,4L (L/mL.mn)
Ki, . constante d'inactivation de I'enzyme n° 2 de I'Alcalase 2,4L (L/mL.mn)
ki, ki, ko : constantes de vitesse (h™)

ko/Km : efficacité catalytique (déterminé a partir du DH) (L/g.h)
kornes/Kmyngs : efficacité catalytique (déterminé a partir du DHyygs) (L/g.h)

Km : constante de Michaelis-Menten apparente (déterminée a partir du DH) (g/L)
Km* : Km au cours de I'hydrolyse (g/L)

Kmi : constante de Michaelis-Menten apparente en présence d'inhibiteur (g/L)
KmMrnes : constante de Michaelis-Menten apparente (déterminée a partir du DHygs) (g/L)
Kmg : constante de Michaelis-Menten apparente définie par rapport a Sg

Np : normalité de la base (mol)

R . constante des gaz parfaits (J/mol.K)

r : vitesse d'inactivation de I'enzyme (mL/L.mn)

So : concentration initiale en protéines (g/L)

SOnyarolysat - CONcentration initiale en hydrolysat (g/L)

T : température (°K ou °C)

Vo : vitesse initiale (g/L.h)

VNaoH : volume de soude (mL)

Vm : vitesse maximale apparente (déterminée a partir du DH) (g/L.h)

Vm* : Vm au cours de I'hydrolyse (g/L.h)

Vmi : vitesse maximale apparente en présence d'inhibiteur (g/L.h)

VM1nes : vitesse maximale apparente (déterminée a partir du DHyygs) (g/L.h)
Vmg : vitesse maximale apparente définie par rapport a Sg (g/L.h)

Vol : volume du mélange réactionnel (mL)

o ou alpha : coefficient moyen de dissociation des groupements a-aminés

Q : fraction de I’enzyme n° 1 (%)

0 : fraction des protéases qui s'autolysent dans la Pronase SG (%)
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INTRODUCTION GENERALE.

Liées a une forte demande en huile végétale, les cultures de colza n'ont cessé d'augmenter
depuis une vingtaine d'années, entrainant alors une production croissante du résidu de
I’extraction de I'huile des graines de colza, appelé tourteau. Ce dernier, relativement riche en
protéines (teneur d'environ 40 %), est principalement utilisé dans I’alimentation animale mais,
contrairement au soja, il est peu utilisé par les industriels pour I’élaboration de produits a
usages alimentaire ou nutraceutique ; ceci s’explique par le fait que, d’une part, les protéines
de tourteaux de colza ne posseédent pas de propriétés fonctionnelles satisfaisantes pour leur
utilisation en tant qu’ingrédients dans I’alimentation humaine (Vioque et al., 2000) et que,
d’autre part, ces derniéres sont associées a des composés antinutritionnels tels que des
polyphénols, de I’acide phytique, des glucosinolates et des inhibiteurs protéasiques qui sont
difficiles a éliminer et qui alterent les caractéristiques nutritionnelles, fonctionnelles ou
organoleptiques du produit final (Schwenke, 1994 ; Xu et Diosady, 2002).

Le tourteau de colza présente toutefois certains avantages par rapport aux autres sources
protéiques. Comparativement aux protéines animales, elles sont beaucoup moins onéreuses,
largement disponibles et sans risque de transmission d’agents pathogénes a I’encontre de
I’Homme, et, comparativement aux protéines d'origine végétale, le colza n’est pas encore, en
Europe, une plante génétiguement modifiée et ses protéines sont caractérisees par une
composition équilibrée en acides aminés leur conférant une excellente valeur nutritionnelle
(Jeejeebhoy, 2000).

L’une des alternatives pour valoriser les protéines de tourteaux de colza est de les hydrolyser
enzymatiquement afin d’obtenir des peptides a haute valeur ajoutée. En effet, certains
peptides sont dotés de propriétés fonctionnelles ou d’activités biologiques qui intéressent les
industries agroalimentaires, pharmaceutiques ou cosmeétiques (Vioque et al., 1999, 2000 ;
Pedroche et al., 2004 ; Mar Yust et al., 2004 ; Marczak et al., 2003 ; Deparis et al., 2003 ;
Aluko et Mcintosh, 2005). Entre autres, il peut s'agir de peptides aux activités
antithrombotique ou antihypertensive (impliqués dans le systéme cardiovasculaire), opioide
(impligués dans le systeme nerveux central), antimicrobienne ou antivirale (impliqués dans le

systéme immunitaire) (Silva et Malcata, 2004 ; Adermann et al., 2004).

Cependant, quelles que soient leurs applications potentielles, les mélanges peptidiques
doivent étre exempts de molécules antinutritionnelles. En effet, ces derniéres sont susceptibles
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de dégrader les propriétés d’intérét des peptides et d’avoir des conséquences néfastes sur la
physiologie humaine (Godon, 1996). De plus, de par leur interaction avec les protéines et les
protéases, ces constituants peuvent diminuer I’activité protéolytique des enzymes et empécher
le clivage de certaines liaisons peptidiques, provoquant, alors, une diminution du taux
d’hydrolyse (Clemente, 2000 ; Rohn et al., 2002 ; Nacer et al., 2004 ; Gongalves et al., 1997 ;
Vioque et al., 2001). Enfin, ces composés antinutritionnels possédent une taille moléculaire
du méme ordre de grandeur que celle des peptides d’ou la difficulté de les éliminer du
mélange peptidique (Frangk, 2000).

Ainsi, la premiere partie de ce travail de thése sera consacrée, avant de procéder a
I’hydrolyse, a établir un procédé pour une élimination maximale des composés non-
protéiques d'une farine de tourteaux de colza, I’objectif étant d’obtenir des isolats
proteiques (pureté protéique > 90 %). Plusieurs procédés de purification de la farine de
colza seront alors comparés selon des criteres de performance (rendement, pureté
protéique). Le procédé le plus intéressant sera alors optimisé. Les isolats protéiques
produits seront caractérisés et constitueront les substrats pour la génération, par voie

enzymatique, d’hydrolysats a propriétés fonctionnelles ou a activités biologiques.

Contrairement a la synthese chimique des peptides a partir d’acides aminés ou a la protéolyse
chimique de protéines, la protéolyse enzymatique est économique, non dangereuse, non
polluante et ne provoque pas une dégradation ou une racémisation des acides aminés (Gill et
al., 1996 ; Maldonado et al., 1998). Toutefois, pour un systéme enzyme-substrat donné,
I’hydrolyse enzymatique doit permettre la libération de peptides biologiquement actifs
initialement présents dans la protéine ou permettre la génération d’un mélange de peptides
aux propriétés physico-chimiques lui conférant des propriétés fonctionnelles ciblées
(Pihlanto-Leppald, 2001 ; Smyth et FitzGerald, 1998 ; Lahl et Braun, 1994). Or, la génération
de tels peptides ou de tels hydrolysats est dépendante de la nature du substrat et de la
spécificité de la protéase utilisees (Mahmoud, 1994). En effet, la potentialité de retrouver une
séquence peptidique active dépend de la séquence de la protéine initiale, et la capacité des
protéases a hydrolyser un substrat donné dépend de sa spécificité (nombre et localisation des
ponts peptidiques clivables) (Panyam et Kilara, 1996).

Dans ce contexte, I’un des objectifs de la seconde partie de ce travail de these sera
d’évaluer les potentialités de plusieurs protéases commerciales de spécificité et de nature
différentes a générer des peptides actifs. Pour cela, les protéases seront comparees selon

leur efficacité a hydrolyser les isolats protéiques, et selon la nature et I’activité
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biologique des peptides qu’elles permettent de générer. Parmi les nombreuses activités
biologiques potentielles des peptides, I’expérimentation reposera sur I’influence des
peptides sur la croissance de cellules animales cultivées dans un milieu sans sérum. En
effet, les peptides peuvent étre valorisés en tant que substitut au sérum de veau feetal dans les
milieux de culture de cellules animales. Le sérum de veau feetal, qui est un produit cher, est
un mélange extrémement complexe constitue, entre autres, de molécules activatrices et
inhibitrices de la croissance cellulaire. Cependant, sa composition est trés variable d'un lot a
l'autre et son emploi est biologiquement risqué puisqu’il peut étre a I’origine de I’introduction
dans le milieu de contaminants infectieux (mycoplasmes), de virus (VIH ou Hépatite B) ou de
prions (ESB) (Kunst, 2000). Afin de réduire ce risque et d’augmenter la sécurité biologique
des préparations médicales, il serait possible de remplacer, une partie, voire la totalité du
sérum par des peptides d’origine végétale (Franék, 2000 ; Blom et al., 1996 ; Kunst, 2000).
La démarche suivie pour la sélection des enzymes sera la suivante.
= pour chaque enzyme, plusieurs hydrolysats composés de peptides aux caractéristiques
physico-chimiques différentes (séquence en acides aminés, taille, rapport hydrophilie /
hydrophobie) seront produits ;
= |e type de peptides capables de promouvoir la croissance de cellules animales
cultivées dans un milieu sans sérum sera identifie ;
= les deux protéases les plus actives pour la génération des peptides précédents et les

plus productrices de ce type de peptides seront alors sélectionnées.

Pour un systeme enzyme/substrat donné, les conditions d’hydrolyse tels le pH, la température,
le ratio enzyme/substrat et la durée sont les principaux parameétres opeératoires influencant les
propriétés moléculaires des peptides générés. L’objectif de la troisieme partie de ce travalil
sera de pouvoir predire le comportement de I’hydrolyse des isolats de protéines en
fonction des conditions opératoires de I’hydrolyse. La démarche suivie sera la suivante.

e Dans une premiere phase, I’influence des paramétres opératoires de I’hydrolyse sur la
cinétique d’hydrolyse et sur la nature des peptides produits (taille, caractére
hydrophobe) sera déterminée. La ou les relations entre I’étendue de I’hydrolyse et la
nature des peptides produits seront mises en évidence.

e La seconde phase aura pour but de modéliser les cinétiques d’hydrolyse obtenues en
réacteur discontinu par une approche phénoménologique basée sur le schéma
réactionnel de Michaelis-Menten. Pour la construction du modele, les phénomeénes

impliqués dans le processus d’hydrolyse seront mis en évidence.



Etude bibliographique Le colza, son tourteau et ses protéines

I. LE COLZA, SON TOURTEAU ET SES PROTEINES.

I.1. LE COLZA.

1.1.1. Généralités.

Le colza (Brassica napus L.), plante a fleurs jaunes appartenant a la famille des cruciferes, est
un hybride naturel du chou (Brassica oleracea L.) et de la navette (Brassica campestris L.).
Cultivé depuis I’antiquité, sa culture s’étend aujourd’hui dans de nombreux pays aux climats
tempérés. Il existe, dans le monde, plus de 3000 variétés de colza mais seulement deux
d’entre elles sont majoritairement cultivées : le colza d’hiver particuliérement présent en
Europe et le colza de printemps essentiellement retrouvé au Canada sous le nom de « canola »
(CANada Oil Low Acid).

De par sa teneur relative protéine-amidon-lipide, le colza entre dans la catégorie des
oléagineux au méme titre que le soja, le coton, le tournesol et I’arachide. Comme montré dans
la figure B.1.1, les oléagineux se distinguent des céréales (blé, mais, avoine, orge, sorgho...)
ou des legumineuses (pois, féverole, lupin...) par une teneur élevée en huile, par leur absence
d’amidon et par une teneur plus élevée en composés divers (glucides solubles, minéraux,
composés azotés non protéiques et composes antinutritionnels) (Godon, 1996). Ainsi, comme
la plupart des oléagineux, le colza est cultivé pour I’huile de ses graines (teneur comprise

entre 35 et 50 %) dont les applications sont essentiellement alimentaires.

100% -
90% - m
80% -
70% - O Divers
60% - O Fibres
50% - O Amidon
40% - O Lipides
30% - @ Protéines
20% +
10% -

0% -
Blé Pois Soja Colza

Figure B.1.1 : composition globale de différentes graines (extrait de Godon, 1996).
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1.1.2. Production de graines et d’huile de colza.

L’huile de colza est principalement utilisée dans I’alimentation humaine pour la production
industrielle de margarines, de sauces, de condiments et de certains produits intermédiaires
(farines, pates,...). Depuis 1999, elle est méme la premiére huile consommée en France.
Toutefois, contrairement aux Canadiens qui ont une vision « diététique » de I’huile de canola
et malgré sa haute qualité nutritionnelle, elle est peu utilisée par les ménages francais qui
préferent I’huile de tournesol ou d’olive (Godon, 1996 ; Info-PROLEA 61, 2003).

L’huile de colza est également valorisée dans des usages non alimentaires. En substitution aux
ressources fossiles, elle constitue une ressource « énergétique » renouvelable, biodégradable
et respectueuse de I’environnement. En effet, en France, I’huile de colza est utilisée pour
produire un biocarburant, un ester méthylique appelé Diester® (contraction de diesel et ester),
incorporable jusqu’a 30 % au gazole vendu a la pompe (2 % pour les voitures). Environ 300
milles tonnes d’huile de colza sont destinées a cet usage et le ministére francais, soucieux de
répondre aux accords de Kyoto, prévoit de valoriser cette voie écologique en triplant sa
production d’ici a 2007. De nombreux produits a base d’acide érucide provenant de I’huile de
colza ont aussi vu le jour tels que des bio-lubrifiants, des peintures, des vernis, des encres, des
produits cosmétiques, des plastiques, des revétements ou des détergents. Ceci est dii au fait
que I’acide érucique est un acide gras de formule (C 22 : 1) dont les caractéristiques sont

assez proches des molécules issues de I’industrie pétroliere (Info-PROLEA 58, 2002).

Au troisieme rang derriére I’huile de soja et de palme, I’huile de colza constitue 14 % de la
production mondiale d’huile. Depuis 1995, la production francaise d’huile de colza se situe
autour de 0,6 million de tonnes.

Liée & une augmentation réguliére de la consommation d’huiles végétales, la production
d’oléagineux en Europe a été multipliée par quatre en 25 ans, en passant de 3 millions de
tonnes en 1980/1981 a 13 millions de tonnes en 2003/2004 ; le colza représentant, en 2004, 75
% de cette production. La France est le deuxiéme producteur de colza avec 3,3 millions de
tonnes derriére I’ Allemagne (3,6 millions de tonnes).

1.1.3. Sélections et modifications génétiques du colza.

L’augmentation de la production de graines oléagineuses a été possible, d’une part, grace a

I’augmentation des surfaces cultivées et, d’autre part, grace aux travaux de sélection
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génétique. Ces derniers ont permis de cultiver des variétés d’oléagineux plus résistantes aux
maladies (principalement le phoma) et plus riches en huile d’ou une amélioration significative
des rendements (progression annuelle moyenne de 2,5 % depuis 10 ans) (AMSOL, 2001).

Le colza cultivé de nos jours a été sélectionné dans les années 70/80 afin que ses graines
soient exemptes en acide érucique, acide gras favorisant les maladies cardio-vasculaires et
cancérogeéne, et quasi-exemptes en glucosinolates (10 — 15 pumoles/g de graine), composés
soufrés responsables de problemes d’inappétence et de désordres physiologiques chez les
monogastriques (Lee et al., 1984). Cette variété de colza est appelée double 0 en opposition

aux variétes dites double + contenant acide érucique et glucosinolates.

Les travaux de modifications génétiques réalisés sur les plantes sont généralement entrepris
afin d’obtenir des graines de composition plus stable et correspondant mieux aux besoins des
industriels et/ou du consommateur. Pour le colza, les généticiens travaillent aujourd’hui sur sa
résistance par rapport aux maladies, herbicides et insectes, sur la composition lipidique de ses
graines selon l'usage spécifique destiné a I'huile (alimentaire ou non alimentaire) et sur la
composition protéique de ses graines (AMSOL, 2001 ; CETIOM 44, 1998 ; Leckband et al.,
2002). Bien que des colzas génétiqguement modifiés soient déja cultivés depuis 1995 au
Canada et aux Etats-Unis, la France étudie I’impact des organismes géenétiquement modifiés
sur I’environnement et interdit, par principe de précaution, leur commercialisation (Murphy,
1996).

1.1.4. Procédé d’extraction de I’huile des graines.

La figure B.1.2 présente le procédé classique de transformation des graines de colza en huile
raffinée. Ce procédé est divisé en trois étapes principales: la trituration des graines,
I’extraction de I’huile résiduelle et le raffinage de I’huile. La trituration permet de récupérer
aprés aplatissage des graines, cuisson des flocons obtenus et pression des flocons séchés,
d’une part, I’huile brute de pression, et d’autre part, un tourteau dit « gras» car non
totalement déshuilé (les écailles de presse contiennent encore 12 a 15 % d’huile). La
récupération de I’huile résiduelle du tourteau gras est effectuée en deux étapes. Il est d’abord
réalisé une extraction chimique du tourteau gras avec un solvant apolaire de qualité
alimentaire, I’hexane, dans lequel I’huile est miscible. Il se forme alors un mélange solvant-
huile appelé miscella. Par distillation de ce miscella, I’huile résiduelle, dite d’extraction, est

récupérée. Les huiles de pression et d’extraction sont alors raffinées (réduction des pesticides,
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neutralisation du goQt, décoloration et désodorisation) afin d’éliminer les impuretés et
améliorer les caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques de I’huile (Baudet, 1988).
Ces étapes conduisent aussi a la production d’un co-produit, un tourteau déshuilé contenant
approximativement 3 % d’huile. Ce tourteau est désolvaté a la vapeur pour étre

commercialisable. Le solvant est recyclé.

| Graines de colza |
Nettoyage|décorticage
| Amandes | A
Aplaiissage
| Flocons |
Cuissop (80°C) trituration
| Flocons secs |
Prefssion
Huile de pression i< »  Ecaille de presse v
ou tourteau gras 4
Séchagd a 100 °C -
(sou$ vide) Extragtion par
I’hgxane
A A &
Huile de pression Tourteau gras +
séchée Miscella
Distilllation
(chauffagle sous vide Hexane
et condensation)
- - - — extraction
Huile d’extraction Tourteau déshuilé
Séchage a 100 °C Désolvjatisation
(sous yide) (par lajvapeur)
A
Huile d’extraction Tourteau déshuilé
séchée et désolvaté
v
A
Neutralisaftion du go(t
Décoloratjon (a 90°C)
Désodprisation raffinage
Refroidissement sous vide
. l
| Huile de colza |
4/\} v
Applications non-alimentaires Alimentation humaine Alimentation animale

Figure B.1.2 : schéma du procédé de production de I’huile et du tourteau de colza.

La production d’huiles alimentaires ou non alimentaires constitue le principal débouché du
colza cultivé. Cependant, comme souligné par Godon (1996), I’avenir économique d’un
produit dépend de ses caractéristiques propres mais également du sort qui est réservé a la
commercialisation de ses co-produits. Ainsi, la valorisation du tourteau de colza est un enjeu

majeur pour le développement des cultures de colza.
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I.2. LE TOURTEAU DE COLZA.

1.2.1. Une matiere premiére riche en protéines.

Le tourteau de colza est une matiere végétale relativement riche en protéines. En effet, celui-
ci renferme la quasi-totalité des protéines de la graine dont la teneur est comprise entre 21 et
24 %, N x 6,25), celles-ci se retrouvant simplement concentrées (Godon, 1996). C’est une
matiere premiére peu onéreuse puisque son prix sur le marcheé fluctue entre 0,12 et 1,18 €/kg.
C’est pourquoi, ce co-produit est essentiellement destiné a I’alimentation des animaux

d’élevage.

Le tourteau de colza fait partie des matieres protéiques végétales (MPV) définies comme étant
« des produits alimentaires obtenus a partir d’oléagineux, de légumineuses ou de céréales par
une réduction ou une élimination de certains des principaux constituants non protéiques, de
maniére a obtenir une teneur protéique (N x 6,25) de 40 % ou plus ; cette valeur étant calculée
sur sec ». Plus précisément, le tourteau de colza est une farine végétale, MPV dont la teneur
en protéines est comprise entre 40 et 65 % (sur la base de la matiere séche). Toutefois, la

farine de tourteaux de colza possede une teneur en protéines comprise entre 30 et 45 %.

Les farines de tourteaux de colza sont majoritairement composeées de fibres (30 — 55 %), de
protéines mais elles contiennent également des lipides résiduels (=~ 3 %), des sucres solubles
(= 7 %), des mineraux (~ 8 %) et des petites molécules non-protéiques appelées composés
antinutritionnels (glucosinolates, composés phénoliques et acide phytique) (~ 5 %) (tableau
B.1.1.). Il existe une certaine variabilité de la composition des farines de tourteaux de colza
essentiellement due & une différence de la variété de colza utilisée, des conditions de culture
et du climat (Schwenke, 1994).

Tableau B.1.1 : composition chimique de farines de tourteaux de colza (% sur la base de la matiére séche). (-) :
non déterminé.

Farine de tourteaux

Référence Gongalves etal.  Klockeman et al. Rozan (1997) Vioque et al.
(1997) (1997) (2000)

Protéines (N x 6,25) 31,4 32,1 41,6 40,4
Azote non protéique 0,6 - 0,2 -
Lipides 4,3 4,4 2,1 3,9
Fibres 29,5 55,4 35,7 37,9
Cendres 7,0 8,2 6,5 9,0
Acide phytique - - 2,0 -
Polyphénols 2,0 - 1,3 2,6
Sucres solubles 4,9 - 10,0 6,3
Glucosinolates - - 0,6 -
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1.2.2. Les protéines de la graine de colza.

1.2.2.1. Les différents types de protéines.

La fraction protéique des graines de colza est majoritairement constituée de deux familles de
protéines, les globulines et les albumines. La fraction albumine est assez hétérogene. En effet,
essentiellement composée d’une protéine de réserve de type 2S, la napine, cette fraction
rassemble également la plupart des protéines ayant un rdle physiologique dans la graine
(protéases, lipoxygeénases...). Les globulines, représentées par la cruciférine, une protéine de
type 12S, ont uniquement un role de réserve en carbone et en azote mobilisables par la plante
au moment de la germination.

Comme montré dans le tableau B.1.2, la proportion entre globulines et albumines est tres
variable selon la variété de colza considérée (Raab et al., 1992). La teneur élevée en
albumines des graines de colza constitue néanmoins une particularité par rapport aux autres

oléagineux comme le soja (Godon, 1996).

Tableau B.1.2 : proportion relative des différentes classes de protéines de graines de colza et de soja (Raab et al.,
1992 ; Godon, 1996 ; Gongcalves et al., 1997).

albumines globulines autres
Soja (Glycine max L.) (Godon, 1996) 10 90 -
Colza (Brassica napus L.) (Raab et al., 1992) 13,4-46,1 26,5-65,3 15
Colza (Brassica napus L.) (Gongalves et al., 1997) 49,4 31,6 19

1.2.2.2. Valeur nutritionnelle des protéines de tourteaux de colza.

Parmi les protéines végétales, les protéines de colza, et de maniere plus générale, celles
d’oléagineux, ont une place a part en ce sens que la proportion de leurs acides aminés est
répartie de facon équilibrée (Jeejeebhoy, 2000). Ainsi, les protéines d’oléagineux possedent
une valeur nutritionnelle supérieure aux autres protéines végétales et rivalisent méme avec les
protéines animales (blanc d’ceuf ou viande de bceuf) connues pour leur excellente qualité
nutritionnelle (tableau B.1.3.A) (Friedman, 1996 ; Rozan et al., 1997).

Dans I’ensemble, les protéines de colza sont riches en lysine et leur teneur en tryptophane est
satisfaisante (Godon, 1996). Elles possédent une composition en acides aminés en adéquation
avec celle recommandée par la FAO pour les adultes et les enfants (tableau B.l.3.B).
Toutefois, la différence du rdle physiologique des fractions albumines et globulines dans la
graine se traduit par des différences importantes de leur composition en acides aminés

(tableau B.1.3.C). La particularité des albumines est de présenter des teneurs élevées en acides
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aminés soufrés, en lysine et en acides aminés sous forme d’amide. Les globulines ont une
composition caractéristique des protéines de réserve puisqu’elles sont riches en acides

aspartique et glutamique (et leurs amides) et en arginine (Schwenke et al., 1981).

Tableau B.1.3.C: proportion, en %, des
acides aminés constituant les globulines ou
les albumines (Simard et al., 1977, extrait de
Godon, 1996).

Tableau B.I.3.A: classement de régime de
différentes protéines suivant leur ratio
d’efficacité protéique, REP (Friedman, 1996,
sauf *: Rozan et al., 1997). REP = (gain de
poids pour un groupe testé) / (quantité de
protéines totales consommées). REP < 1,5:

Acides aminés Globulines Albumines

protéines aux qualités nutritionnelles faibles ; Asp 8,6 6,8
15 < REP < 2: protéines de qualité Thr 2,5 3,7
nutritionnelle intermédiaire; REP > 2: Ser 3,5 5,8
protéines de haute qualité nutritionnelle. Glu 20,0 19,8

Pro 6,2 7,7
Régime REP Gly 4,8 4,9
Blanc d’oeuf 3,71 Ala 3,6 4,9
Viande de beeuf hachée 3,36 Cys 1,7 n.d.
Concentrat de protéines de colza 3,29 Val 5,0 3,6
Caséine (lait de vache) 3,13 Met n.d. n.d.
Farine de tourteaux de colza* 1,90 lle 5,2 3,9
Protéines de soja 1,60 Leu 9,2 6.9
Farine de pois 1,56 Tyr 31 2,2
Farine de blé 0,95 Phe 4.8 6,0

Trp 0,5 n.d.

Lys 74 13,6

His 3,8 3,9

Arg 10,1 6,3

n.d. : non déterminé.

Tableau B.1.3.B : comparaison entre la quantité en acides aminés recommandés par la FAO/WHO/UNO et celle
d’isolats de protéines de colza (Tzeng et al., 1988 ; Vioque et al., 2000 ; Klockeman et al., 1997).

Recommandation par la FAO Isolat de protéines de colza

Acide aminé (g/ Enfantde2a Enfantde 10 Adulte Tzengetal. Klockemanet Vioque etal.
100 g protéines) 5 ans al2ans (1988) al. (1997) (2000)
His 19 1,9 1,6 3,2 2,5 2,6
lle 2,8 2,8 1,3 3.9 3,0 3.8
Leu 6,6 4.4 19 7,6 75 8,2
Lys 58 4.4 1,6 6,3 4,7 4,1
Met + Cys 2,5 2,2 1,7 57 2,5 3,3
Phe + Tyr 6,3 2,2 1,9 7,8 74 6,6
Thr 34 2,8 0,9 4,5 4,1 4,7
Trp 1,1 0,9 0,5 n.d. n.d. 4,7
Val 3,5 2,5 1,3 4,9 3,8 5,1

n.d. : non déterminé.

Il existe toutefois une hétérogénéité assez importante de la qualité des tourteaux commerciaux
probablement due a des conditions de triturations différentes (Jensen et al., 1995). En effet,
dans I’industrie huiliere, aucun cahier des charges n’est fixé pour les traitements thermiques.
Ces derniers sont susceptibles d’étre modifiés pour permettre de meilleurs rendements

d’extraction de I’huile des graines (CETIOM 36, 1996). Ainsi, la valeur nutritionnelle des
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protéines de colza peut étre fortement réduite lors de I’étape de désolvantisation de I’hexane
(figure B.1.2) (Shires et al., 1981). Selon la sévérité du traitement thermique au cours de cette
étape, la destruction et I’indisponibilité de certains acides aminés comme la lysine et
I’altération de la digestibilité des protéines sont plus ou moins importantes (Jensen et al.,
1995 ; Rozan et al., 1997).

1.2.2.3. La cruciférine.

La cruciférine est une protéine globulaire trés compacte de masse moléculaire élevée : 300 a
350 kDa. Cette protéine est, comme la plupart des protéines de type 12S, constituée de six
sous-unités organisées en antiprisme trigonal comme schématisé dans la figure B.1.3 (Plietz et
al., 1983). Ces sous-unités sont constituées de deux chaines polypeptidiques de nature
physico-chimique différente : une chaine acide a de 25 — 35 kDa et une chaine basique 3 de
23 — 25 kDa, reliées par des ponts disulfures (Schwenke et al., 2000 ; Dalgalarrondo, 1986).
Dans le modele de Plietz (1983), les polypeptides o sont plutot localisés a la périphérie de la
molécule alors que les polypeptides 3 constituent le cceur hydrophobe de la protéine. Selon les
conditions de force ionique et le pH du milieu, les globulines peuvent se dissocier en trimére
(7 — 8S) puis en monomere (3S) (Godon, 1996).

N Co
a

Figure B.1.3 : modele de la structure quaternaire des protéines de type 12S en antiprisme trigonal tenant compte
des arrangements hypothétiques des polypeptides o et 3 au sein de chaque sous-unité (Plietz et al., 1983, extrait
de Godon, 1996).

La structure secondaire de la cruciférine est caractérisée par une proportion élevée en feuillet
B (30 %) et une proportion moindre en hélice a (10 %) (Schwenke et al., 1980). Sa
température de dénaturation est de 80 — 81 °C pour des pH compris entre 6 et 10 (Léger et
Arntfield, 1993).

11
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La globuline 12S du colza différe des globulines de type 11S des autres especes par son point
isoélectrique éleve (7,2 au lieu de 4,5-5 pour les autres globulines) (Schwenke et al., 1981) et
par son hydrophobie totale élevée (Schwenke, 1990). Ne possédant pas de sites de
glycosylation (Asn-X-Ser/Thr), la cruciférine n’est pas une glycoprotéine (glucides liés < 13
%) (Schwenke et al., 1981). Par contre, elle présente un taux d’amidation élevé (61 % des

acides aspartiques et glutamiques) (Schwenke, 1990).

1.2.2.4. Les napines.

Les napines sont des protéines basiques (pl > 10) de petite taille moléculaire, entre 12,5 et
14,5 kDa (Schwenke, 1994). Leur caractére basique est essentiellement lié a I’amidation de
leurs acides aminés acides. Elles possedent un caractére trés hydrophile. De plus, la présence
de résidus lysine et arginine chargés positivement et localisés en surface leur confere des sites
privilégiés d’interactions électrostatiques.

Comme visualisé dans la figure B.1.4, il s’agit d’une protéine riche en hélice o (= 50 %) et
pauvre en feuillet B (= 15 %) (Schwenke et al., 1988 ; Schmidt et al., 2004). Les napines sont
constituées de deux chaines polypeptidiques, une petite chaine de 4 — 4,5 kDa et une plus
grande de 9 — 10 kDa, reliées par deux ponts disulfures (Ericson et al., 1986 ; Monsalve et
Rodriguez, 1990; Monsalve et al., 1990). Cette structure provient du clivage post-

traductionnel d’un précurseur de 21 kDa.

Légende des couleurs :
v - violet : petite chaine (3,8 kDa)
! - bleu : grande chaine (8,4 kDa)
- orange : pont disulfure
- vert : structure en hélice o
- noir : chaine latérale des acides aminés

Figure B.1.4 : structure tridimensionnelle d’une napine (Bnlb) modélisée a partir des travaux de Rico et al.
(1996).

12
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Gréace a leurs ponts disulfures intra- et interchaines qui impliquent les huit cystéines de la
séquence (figure B.1.4), les napines possedent une grande stabilité structurale pour des pH
compris entre 3 et 12, et une bonne résistance a la température ; sa température moyenne de
dénaturation irréversible variant de 60 a 67 °C selon le pH et la force ionique du milieu
(Schmidt et al., 2004 ; Folawiyo et Owusu Apenten, 1997).

1.2.2.5. Les oléosines et la myrosinase.

Les oléosines, protéines de taille moléculaire comprise entre 15 — 25 kDa, peuvent représenter
jusqu’a 10 % des protéines totales des graines de colza (Murphy et al., 1989). Leur fonction
biologique essentielle semble étre une stabilisation des globules lipidiques constituant les
réserves de la graine. Leur point isoélectrique est compris entre 9 et 10 (Bérot et al., 2004).
Une autre protéine importante du colza est la myrosinase (65 — 75 kDa) qui est une
thioglucoside glucohydrolase. Elle hydrolyse les glucosinolates en isothiocyanates et
oxazolidinethiones, molécules responsables de disfonctionnements physiologiques chez les
animaux (Sosulski, 1983, extrait de Godon, 1996).

1.2.3. Les composés « antinutritionnels ».

Les graines et tourteaux de colza possédent divers composés susceptibles de provoquer des
réponses physiologiques lors de leur ingestion. Les effets résultants (néfastes ou bénéfiques)
dépendent de leur nature, de leur mode d’action et de la dose ingérée (Godon, 1996). Ces
différents composés sont pour la plupart issus de voies métaboliques « secondaires ». Ils
constituent une défense du régne vegétal contre les herbivores et les parasites tels que les
insectes ou les microorganismes. Généralement indésirables, ils ont été regroupés sous
I’appellation de composés antinutritionnels. Les principaux composés antinutritionnels du
colza sont les glucosinolates, I’acide érucique, I'acide phytique et les composés phénoliques
(Hill, 1979).

1.2.3.1. Les glucosinolates.

Les glucosinolates représentent entre 0,2 et 2 % de la farine de tourteaux de colza (Yang et

al., 1988). Leur structure chimique est représentée dans la figure B.1.5. Selon la nature du
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radical —R, il est distingué, chez le colza, une trentaine de glucosinolates différents dont les
principaux et leur proportion relative sont récapitulés dans la figure B.1.5. Leur taille
moléculaire est comprise entre 390 et 470 Da (Diosady et al., 1984).

Les glucosinolates sont des composés antinutritionnels car leur hydrolyse (enzymatique ou
non) génere plusieurs composes toxiques dont les plus dangereux sont des isothiocyanates,
I’oxazolidine et des nitriles (Jensen et al, 1995) (figure B.l.5). Ces produits
d’hydrolyse provoquent également une altération de la palatabilité (caractéristiques induisant
la réaction des sens de I’animal) du tourteau de colza, des phénomeénes d’irritation de la
bouche, une réduction de la valeur nutritive des protéines suite a leur complexation avec
certains acides aminés, I’odeur piquante et le godt apre caractéristiques du colza (Schwenke,
1994 ; Sosulski et Dabrowski, 1984 ; Mawson et al., 1993).

OH
R Isothiocyanates

X 0 _0 o Myrosinase o _
SN s oH »  Oxazolidine-2-Thione
o’ "o H,0 o

. Ho OH Nitriles
Glucosinolates
Nature du radical R Glucosinolate Proportion (%)
. . Glucoraphanine
Méthyl-sulfinyl Glucoalyssine 55
Progoitrine
R Napoléiférine
Aliphatiques Gluconapine 11,9
Glucobrassicanapine
4-Hydroxy-glucobrassicine
. Glucobrassicine
3-Indol-ylméthyl 4-Méthoxy-glucobrassicine 268
Néoglucobrassicine
Autres - 55,8

Figure B.1.5: schéma de I’hydrolyse des glucosinolates par la myrosinase et principaux glucosinolates de
tourteaux de colza 00 et leur proportion relative (Nastruzzi et al., 1996 ; Baudet et al., 1988).

1.2.3.2. Les polyphénols.

Le tourteau de colza possede des quantités en polyphénols plus importantes que celles
d’autres oléagineux ; leur teneur, qui est cing a dix fois supérieure a celle du soja, est de
I’ordre de 3 % (Naczk et al., 1998 ; Xu et Diosady, 2002).

Les principaux composes phenoliques du colza sont les acides phénoliques et les tanins (Xu et
Diosady, 2002).

Les acides phénoliques du colza sont présents sous forme libre (teneur d’environ 0,2 %) ou

estérifiée (teneur d’environ 1,5 %) (Naczk et al., 1998). Avec une teneur de 1 %, les sinapines

14
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(acides sinapiques estérifiés) sont les principaux constituants phénoliques du colza (Sosulski,
1979). La structure des acides phénoliques et des sinapines est présentée dans la figure B.1.6.

Les tanins sont des composés phénoliques complexes dont la taille moléculaire est comprise
entre 500 et 3000 Da. Suivant la méthode de dosage utilisée, leur teneur est comprise entre 0,7
et 3,9 % (Naczk et al., 1998). Deux types de tanins sont différenciés (figure B.1.6) : les tanins
hydrolysables qui libérent, par hydrolyse de leurs liaisons esters, une fraction glucidique et
une fraction phénolique, et les tanins condensés qui sont des polymeéres de molécules

élémentaires de type flavonoide (extrait de Rozan, 1997).

A - Acides phénoliques

w Acide w X

Protocatécuique H OH
HO — COOH Vanillique OCH,3 H
Syringique OCH;3 OCH;3
X Gallique OH OH
p-Hydroxybenzoique H H
Y Acide Y y4
p-Coumarique H H
= =S, Caféique H OH
Ho CH=CH — COOH Férulique H OCH;,
Sinapique OCH; OCH;
r4
B - Sinapines
Z Sinapines X Y z
« 8 Vit H oH oo
= - — - —_— 3
Y CH=CH — C—CH, CH, " ~ CHy Syringique H OCH; OH
I CH, Gallique OCH, OH OCH;
X 9] p-Hydroxybenzoique OCHj, O-Glu OCHj,

C - Exemples de tanins hydrolysables

Acide digallique r Acide ellagique
D - Unités de base des tanins condensés E - Exemple d'un tanin condensé
OH
O e
HO éﬁ HO O Ay |
YOS r)
WOH \‘rfl‘““/""‘on
oH oH
P élargonidine Catéchine
oH OH
A om oM {
5 hi
HO o, ] HO )
g T ,
- = o OH
OH o+ oM
Cyanidine Leucocyanidine SN

Figure B.1.6 : structure (A) des acides phénoliques, (B) des sinapines, (C) de tanins hydrolysables, (D) des unités
de base des tanins condensés et (E) d’un tanin condensé du colza (extrait de Naczk et al., 1998, et de Rozan,
1997).
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Les composés phénoliques sont capables de se complexer avec les protéines de colza. Environ
50 % des polyphenols sont complexés aux protéines dont 30 % par liaison ionique, 10 % par
liaison hydrophobe, 10 % par liaison hydrogene et 10 % par liaison covalente (Xu et Diosady,
2000). Notons que les acides phénoliques se fixent préférentiellement sur les albumines
(Naczk et al., 1998).

Par cette faculté a se lier aux protéines, les polyphénols jouent un réle defavorable sur la
qualité nutritionnelle des protéines et, en particulier, sur leur digestibilité (Naczk et al., 1998).
En effet, a partir d’une certaine concentration, les tanins peuvent, par exemple, provoquer une
diminution significative de I’hydrolyse pepsique et chymotrypsique des protéines (Neves et
Lourenco, 1998 ; Kroll et al., 2000). Les tanins ont aussi été identifiés comme inhibiteurs de
I’absorption des protéines et du fer suite a la formation de complexes insolubles protéines-
tanins ou fer-tanins dans le tractus gastro-intestinal (Naczk et al., 1998).

Les polyphénols modifient également les propriétés organoleptiques des aliments. Tout
d’abord, ils alterent le golt. En effet, certains composés phénoliques ont des propriétés
astringentes et d’autres sont amers (Shahidi et Naczk, 1992). lIs alterent aussi la couleur de
I’aliment. En effet, les produits d’oxydation des polyphénols (quinones) conduisent par
complexation avec les protéines a des polymeéres noirs foncés (Godon, 1996). Enfin, certains
polyphénols, dont la sinapine, deviennent odoriférants apres avoir été oxydés (Naczk et al.,
1998).

Toutefois, certains composés phénoliques du colza (1-O-B-D-glucopyranosyle sinapate et
tanins) possédent de bonnes activités antioxydantes (Wanasundara et al., 1994 ; Amarowicz et
al., 2000).

1.2.3.3. L’acide phytique.

Le nom chimique de I’acide phytique est I’inositol hexaphosphate. 1l représente entre 1 et 7 %
(sur la base de la matiére seche) du tourteau de colza (Schwenke, 1994 ; Serraino et
Thompson, 1984). Les autres inositol phosphates (inositol tri-, tétra-, penta-phosphates)
constituent environ 0,4 % de la farine de colza (Newkirk et Classen, 1998).

Par la présence de ces six groupes phosphate (figure B.1.7), I’acide phytique possede 12
protons dissociables. Aux pH acides, I’acide phytique est fortement chargé négativement, se
combinant alors aux cations bi- et trivalents (calcium, magnésium, fer, zinc et molybdéne) et
aux protéines chargées positivement (albumines et globulines). Les complexes binaires

phytates-cations peu solubles sont peu absorbés et peuvent étre a I’origine d’une diminution
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de la biodisponibilité des minéraux précédents (Erdmann et Forbes, 1981 ; Schwenke, 1994).
D’aprés Lathia et al. (1987), les complexes phytates-protéines sont peu digérés par les
enzymes digestives. Cependant, des résultats contraires ont été trouvés par Thompson et
Serraino (1986).

(P)=POsH,

Figure B.1.7 : structure chimique de I’inositol hexaphosphate (acide phytique).

L’ acide phytique présenterait également de nombreuses activités biologiques bénéfiques. Il
aurait des activités anticholestérolémiante, inhibitrice de I’agrégation plaquettaire et antivirale
(inhibition de la replication du V.I.H.). La plupart des mécanismes d’action n’ont cependant

pas encore éteé élucidés.

1.2.3.4. Les molécules d’origine protéique.

Il existe trois inhibiteurs de protéases a sérine dans le colza : RTI-I et RTI-II (de 19 kDa et
thermolabiles) et RTI-111 (de 6,7 kDa et thermostables) (Vioque et al., 2001 ; Ceciliani et al.,
1994 ; Mar Yust et al., 2004).

Les protéines végétales sont géneralement bien tolérées immunologiquement par les humains
(Godon, 1996). Cependant de récentes études ont montré que la napine et probablement les
oléosines sont responsables de réactions allergiques « alimentaires » de type I (classique) chez
certains sujets hypersensibles (Palomares et al., 2002 ; Toriyama et al., 1998).

1.3. CONCENTRATS ET ISOLATS DE PROTEINES DE COLZA.

En dehors de I'utilisation en alimentation animale, certaines voies de valorisation non-
alimentaires du tourteau de colza ont été envisagées. Des études ont été menées afin de
I’utiliser dans la fabrication de matériaux biodégradables, en tant que combustible ou en tant
que milieu fermentescible par des microorganismes producteurs de molécules recombinantes
(CETIOM 44, 1998). Toutefois, ces débouchés sont limités et peu concluants.
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La présence des composés antinutritionnels empéche I’incorporation du tourteau en tant que
telle dans I’alimentation humaine. Ces derniers peuvent étre toxiques, sont générateurs de
godts, d’odeurs et de couleurs désagréables et peuvent modifier I’expression des propriétés
fonctionnelles ou la texturation des protéines. C’est pourquoi, de nombreux travaux ont été
entrepris afin de mettre en ceuvre et d’optimiser des procédés d’obtention de concentrats ou
d’isolats de protéines a partir de farines de tourteaux de colza ou de graines de colza.

Les concentrats (teneur en protéines d’au moins 60 %) sont obtenus par extraction sélective
des composés hydrosolubles non protéiques tandis que les isolats (teneur en protéines
supérieure a 90 %) sont obtenus par solubilisation puis récupération sélective des protéines.
Toutefois, lors du développement de ces procédes de détoxification des farines de colza , il

s’est avéré que I’élimination des composés antinutritionnels est difficile (Schwenke, 1994).

1.3.1. Préparation de concentrats protéiques.

1.3.1.1. Préparation classique de concentrats protéiques.

Les concentrats sont produits en extrayant le plus complétement et le plus sélectivement
possible les composés indésirables par des solvants aqueux plus ou moins polaires. Les
protéines ne doivent pas étre solubilisées lors de cette opération et le produit final est, du fait
de I’élimination de composés solubles non protéiques, enrichi en protéines (60 — 90 %) et en

glucides pariétaux (Godon, 1996).

Le choix du solvant est fondamental. Ce choix est dicté par des contraintes nutritionnelles,
organoleptiques et technologiques :

- d’un point de vue nutritionnel, le solvant doit étre de grade alimentaire (Directive du
conseil CEE 88 344, 1988). En outre, il doit solubiliser les composés antinutritionnels de
la farine. L’extraction par des solvants affecte généralement peu la valeur nutritionnelle
des protéines ;

- d’un point de vue organoleptique, le solvant doit extraire les composés responsables de
I’amertume (polyphénols) et de I’astringence (glucosinolates) ;

- d’un point de vue technologique, le solvant doit pouvoir s’éliminer facilement du
concentrat. Le solvant doit maintenir ou améliorer les propriétés fonctionnelles des
protéines (Godon, 1996).
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Le principe généralement retenu pour la fabrication de concentrats protéiques est schématisé
dans la figure B.1.8. La farine est extraite successivement ou a contre-courant avec un solvant
dans lequel se solubilisent les molécules d’intérét, puis ce solvant est récupéré par distillation.
En regle générale, le nombre d’extraction est compris entre 3 et 10, et le ratio farine/solvant
est de I’ordre de 100 — 200 g/L (Naczk et al., 1992, 1998 ; Kozlowska et Zadernowski, 1983,
tiré de Godon, 1996 ; Bérot et al., 1983).

Farine Solant - Ea’u acidulée _
L L - Mélange hydroalcoolique
Extraction & contre courant Récupération du Sous-produit

(plusieurs étapes) solvant > soluble

Concentré humide \—b Extrait

Neutralisation
<+ éventuelle

Séchage

v

Concentré

Figure B.1.8 : principe du procédé de fabrication de concentrats protéiques.

Les solvants d’extraction utilisés pour la préparation de concentrat protéique a partir de farine
de colza ont été I’éthanol, le méthanol (acidifié), le t-butanol, I’acétone a 70 % (v/v) et des
mélanges acétone-méthanol-eau (7:7:6, v/v/v) ou méthanol-ammoniaque (3:2, v/v). Les
mélanges éthanol/eau sont les solvants les plus fréquemment utilisés. Les concentrations les
plus élevées en éthanol (entre 55 et 70 %) sont les plus aptes a la fabrication de concentrat a
partir de farine de colza car il est observé, d’une part, une solubilité maximale des lipides
polaires, des polyphénols, de I’azote non protéique et des sucres solubles et, d’autre part, une
solubilité minimale des protéines (< a 10 %) (Kozlowska et Zadernowski, 1983, tiré de
Godon, 1996 ; Bérot et al., 1983).

Suivant le solvant employe, les extractions permettent une réduction du contenu des acides
phénoliques de 60 a 97 % et de celui des glucosinolates de 70 a 90 % (Dabrowski et Sosulski,
1983 tiré de Naczk et al., 1998 ; Fauduet et al., 1995 ; Shahidi et al., 1990 ; Liu et al., 1995).
Cependant de tels traitements n’éliminent pas I'acide phytique.
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1.3.1.2. Autres procedés de concentration des protéines de la farine.

D’autres procédés originaux mais économiques, comme par exemple la fermentation de la
farine, ont été étudiés afin de detoxifier les farines de colza (Vig et Walia, 2001; Rozan et al.,
1996).

La détoxification de la farine par voie enzymatique a aussi fait preuve de résultats
encourageants. Nous citerons, par exemple, I’emploi de phytases pour I’hydrolyse des acides
phytiques (Newkirk et Classen, 1998 ; Mahajan et Dua, 1997), de myrosinases pour
I’élimination des glucosinolates (Van Megen Wilhelmus, 1981) et d’une préparation

enzymatique d’origine fongique pour I’élimination de la sinapine (Lacki et Duvnjak, 1999).

1.3.2. Préparation d’isolats protéiques.

Les isolats sont issus de la mise en ceuvre de deux étapes successives ; la premiére consiste a
solubiliser les protéines et a les séparer des substances insolubles et la seconde consiste a
récupérer ces protéines de fagon aussi sélective que possible en les séparant des petites
molécules restées solubles (composés antinutritionnels, sels, sucres, azote non protéique).

Un schéma des procédés classiques d’obtention d’isolats protéiques a partir des farines de

tourteaux de colza est présenté dans la figure B.1.9.

Farine
Mise en suspension cau
soude
Centrifugation polysaccharides
insolubles
Extrait
/ protéique
Précipitation ; -
P acide Ultrafiltration
Centrifugation
———3pp effluent ¢———
v
Insoluble Rétentat
Lavage eau
Neutralisation soude
Séchage
\ 4 v
Isolé Isolé
protéique protéique

Figure B.1.9 : schéma de fabrication d’isolats protéiques (extrait de Godon, 1996).
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Le tableau B.l1.4 récapitule les méthodes d’isolement des protéines a partir de farines de

tourteaux industriels ainsi que le rendement protéique et la pureté protéique du produit final.

Tableau B.1.4 : procédés d’extraction et d’isolement des protéines de farines de tourteaux industriels de colza. (Rdt :
rendement protéique par rapport a la farine initiale; P : pureté protéique ; MS : matiére séche ; UF : ultrafiltration ;
DF : diafiltration ; SHMP : hexamétaphosphate de sodium ; n.d. : non déterminé).

Procédé d’extraction des protéines Rdt Procédé de récupération des protéines Rdt P (%) Référence
(% MS) solubilisées (% MS)
e pré-extraction avec de I’eau (x 4) 50460 o précipitation isoélectrique (pH 5) n.d. 98,7%  Gongalves et
et de I’éthanol & 20 % (x 2) % « lavage du précipité a I’eau, éthanol et al. (1997)

o extraction basique : NaOH 0,2 % acétone

e extraction basique : Na,SO3 0,25 % (pH n.d. o précipitation isoélectrique (pH 5) n.d. 97,8% Vioque et al.
10,5) « lavage du précipité a I’eau (1999, 2000)

o pH basique (NaOH, pH = 11) + addition 35% o précipitation isoélectrique (pH 3,5) 22% 82%  Tzengetal.
de 1 % de Na,SO3 (1990)

o pH basique (NaOH, pH = 11) + addition 35% e précipitation isoélectrique 11% 86%  Tzengetal.
de 1 % de Na,SO; « récupération des protéines solubles (1990)

o UF et DF protéines solubles (seuil de
coupure 10 kDa)

o pH basique (NaOH 1N) + agitation 95399 e acidification par ajout d’acide acétique 88 % n.d. Klockeman et
orbitale % (pH 3,5) al. (1997)
o extraction NaCl 5% 40450 o UF et DF des protéines solubles (seuil de <50 % 94%  Krolletal.
% coupure 10 kDa) (1991)
o pH basique (NaOH 0,2 N, pH 12,5) 75 % e ajout d’agent précipitant puis précipitation Chen et
acide (HCI) Rohani (1992)
- SHMP 65 % n.d.
- carboxymethylcellulose 85 % n.d.
- sulfate d’ammonium 94 % n.d.
e extraction a I’eau faible o ultrafiltration et diafiltration des protéines faible  80,4% Diosady etal.
solubles (seuil de coupure 50 kDa) (1984)

1.3.2.1. Méthodes de solubilisation des protéines.

Les parametres qui régissent I’étape de solubilisation des protéines sont liés a la matiere
premiére, a la nature du solvant utilisé et aux conditions de mise en ceuvre.

Divers solvants aqueux ont été utilisés afin de solubiliser les protéines présentes dans les
farines de colza. Nous pouvons citer I’eau en présence ou non d’hexamétaphosphate de
sodium (Thompson et al., 1982a; Liu et al., 1982 ; Tzeng et al., 1988), des tampons
carbonate-bicarbonate (EI-Nockrasky et al., 1977) et des solutions de chlorure de sodium a 5
% ou de sulfate de cuivre a 1 % (Kroll et al., 1991). Cependant, la plupart de ces solvants
solubilisent mal les protéines ou provoquent une « contamination » indésirable en ions

(phosphore) ou en métaux (cuivre) dans le produit protéique final.

En fait, les protéines de colza nécessitent un pH tres alcalin pour étre notablement solubles ; a
pH 11 ou supérieur, 80 a 90 % des protéines sont solubilisées si la farine n’a pas été soumise a
des traitements thermiques trop intenses (Blaicher et al., 1983 ; Tzeng et al., 1990 ;

Klockeman et al., 1997). En effet, d’aprés les travaux de Tzeng et al. (1990) et de Gongalves
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et al. (1997), méme a pH trés basique, les protéines de tourteaux industriels sont plus

difficilement extractibles par rapport aux farines déshuilées a I’hexane a I’échelle laboratoire.

Ainsi, la soude (NaOH) ou le sulfite de sodium (Na;SOs3) sont les solvants alcalins

généralement utilisés pour la solubilisation des protéines. Les rendements d’extraction des

protéines sont jusqu’a deux fois plus élevés avec la soude qu’avec le sulfite de sodium mais

I’utilisation de ce dernier présente I’avantage d’obtenir un isolat de couleur brun clair

(Blaicher et al., 1983; Gongalves et al., 1997). Ceci est d( au propriétés réductrices du sulfite

qui empéchent I’oxydation des polyphénols (Vioque et al., 1999).

L utilisation de solvant alcalin présente cependant quelques inconvénients ; elle entraine une

diminution de la valeur nutritionnelle et de la digestibilité des protéines suite a :

la formation de lysinoalanine (toxique) surtout lors de I’emploi de soude supérieure a 1
M a des températures élevées (> 60 °C) et pour des durées de solubilisation dépassant 1
h (Savoie et al., 1991 ; Klockeman et al., 1997 ; Xu et Diosady, 1994) ;

Iisomérisation ou la destruction de certains acides aminés (Savoie et al., 1991) ;

la formation de complexes ternaires phytate-cation-protéine ou binaires phytate-
albumine (pH 8 — 10) qui empéche I’élimination de I’acide phytique : c’est pourquoi,
Blaicher et al. (1983) ont développé un procédé comprenant une pré-extraction de la
farine a pH 4 avant I’extraction basique (élimination des complexes binaires phytate-

cation) ;

Certains travaux ont étudié I’influence des conditions opératoires sur la solubilisation des

protéines. En regle générale :

le ratio farine/solvant (p/v) pour la solubilisation des protéines est compris entre 25 et
100 g/L. Plus ce ratio est faible, plus le rendement d’extraction est important (EI-
Nockrashy et al., 1977 ; Gongalves et al., 1997 ; Tzeng et al., 1988). L’emploi de ratios
supérieurs a 100 g/L entraine une augmentation de la viscosité de I’extrait et donc des
difficultés a centrifuger correctement la suspension ;

une seule étape d’extraction est souvent préféree car la mise en ceuvre d’extractions
supplémentaires ne permet qu’une récupération relativement faible des protéines restées
préalablement insolubles ;

une durée d’extraction supérieure a 60 minutes n’entraine aucune augmentation du

rendement protéique (Schweizer, 2002 ; Klockeman et al., 1997).
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1.3.2.2. Méthodes de récupération des protéines solubilisées.

La récupération, sous forme d’isolat, des protéines de colza préalablement solubilisées peut
étre effectuée par précipitation isoélectrique, par précipitation suite a I’ajout d’adjuvants ou
par ultrafiltration (tableau B.1.4).

* Récuperation des protéines extraites par précipitation.

Au minimum de solubilité des protéines de colza solubilisées (pH 3,5 - 5), seulement 40 % de
la matiére protéique est recupéree. Ceci est di a la predominance des albumines dont le point
isoélectrique est plus élevé (pH 6 - 6,5) (Godon, 1996).

Afin d’augmenter les rendements protéiques de précipitation, les procédés suivants ont été
réalisés (tableau B.1.4) :

. précipitations dites « multi-étapes » des protéines solubilisées, c'est-a-dire
précipitation isoélectrique aux différents minima de solubilité des protéines : pH 4 et pH
6 (EI-Nockrasky et al., 1977) ;

. ajout d’agents précipitants tels que I’hexamétaphosphate de sodium ou la
carboxymeéthylcellulose dans [I’extrait proteique pour faciliter la précipitation
isoélectrique (Gillberg et Toernell, 1976, Thompson et al., 1982a ; Liu et al., 1982) ou
ajout de sulfate d’ammonium afin de précipiter directement les protéines (Chen et
Rohani, 1992).

Il apparait, cependant, que I’ensemble de ces méthodes de récupération des protéines ne
permette pas une purification compléte des protéines puisque les valeurs de pureté protéique
des produits n’atteignent que 73 a 83 %. Les rendements finaux sont également faibles mais
I’utilisation de [I’ultrafiltration pour la récupération des protéines restées solubles apres
précipitation isoélectrique des protéines extraites permet d’améliorer le rendement (Tzeng et
al., 1990 ; Xu et Diosady, 1994).

* Récupération des protéines extraites par ultrafiltration et diafiltration.

Des procédés membranaires ont été utilisés afin d’isoler les protéines extraites (Diosady et al.,
1984 ; Tzeng et al., 1990 ; Kroll et al., 1991). L ultrafiltration (UF) permet d’éliminer toutes
les molécules de faible masse molaire présentes dans I’extrait protéique (azote non protéique,

acide phytique, polyphénols ou glucosinolates). Il est cependant nécessaire de travailler a des
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concentrations salines élevées (NaCl a 0,7 — 0,9 M) pour diminuer les interactions
électrostatiques entre protéines et acides phytiques ou glucosinolates, et ainsi permettre une
élimination totale de ces composes (Kroll et al., 1991). Les polyphénols liés aux protéines ne
sont toutefois pas éliminés. C’est pourquoi, Xu et Diosady (2002) préconisent I’ajout de NaCl
(0,05 M) et de SDS (1 %) dans I’extrait protéique afin de diminuer les diverses liaisons
protéines-polyphénols et d’éliminer par UF les polyphénols libres. Ce procédé permet de
réduire de 80 % la teneur en acides phénoliques et de 90 % celle des tanins condensés, et
conduit a la production d’isolats de couleur claire sans saveur particuliére.

Le charbon actif est quelquefois utilisé afin d’éliminer par adsorption les isothiocyanates et
les polypheénols sans perte en protéines (Tzeng et al., 1988 ; Kroll et al., 1991).

1.3.3. Séparation entre les globulines et les albumines de colza.

Les méthodes de séparation entre les globulines et les aloumines de colza sont diverses. Leur
séparation peut étre réalisée par une (ou la combinaison) des techniques suivantes :
= par des techniques chromatographiques : exclusion de taille (Dalgalarrondo et al.,
1986), ionique (Monsalve et al., 1990 ; Bérot et al., 2004), phase inverse (Bérot et al.,
2004),
= par précipitation fractionnée (Simard et al., 1977),
= par dialyse (Folawiyo et Owusu Apenten, 1997 ; Schwenke et al., 1981 ; Mohamad
Ramlan et al., 2002).
Notons que la dialyse est la technique la moins efficace. En effet, les albumines ont tendance
a co-précipiter avec les globulines a cause de la formation de complexes entre les protéines et
I’acide phytique (Schwenke et al., 1989, cité par Godon, 1996).
La plupart des méthodes ont été développées pour une purification des protéines en faible
quantité. Les procédures développées pour une separation a grande échelle sont la
précipitation sélective des protéines par le sulfate d’ammonium (Simard et al., 1977) et la

combinaison de techniques membranaires et chromatographiques (Bérot et al., 2004).

1.4. PROPRIETES FONCTIONNELLES DES PROTEINES DE COLZA.

Les protéines vegétales intéressent souvent les industriels de I’agroalimentaire pour leur
capacité a posséder diverses propriétés fonctionnelles comme des propriétés moussantes,

émulsifiantes et gélifiantes. Ces propriétés résultent de leurs caractéristiques moléculaires ou
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physico-chimiques (séquence primaire, structure secondaire ou tertiaire, groupements
hydrophiles et hydrophobes).

Le tableau B.1.5 synthétise I’ensemble des résultats de la littérature concernant les propriétés
fonctionnelles de protéines de colza plus ou moins purifiées et issues soit de farines de
graines de colza, soit de farines de tourteaux de colza.

Tableau B.1.5 : propriétés fonctionnelles des cruciférines, des napines, de concentrats et d’isolats de protéines
de colza. (n.c.: non caractérisé). Propriété fonctionnelle : (+++) excellente, (++) bonne, (+) médiocre, (-)
mauvaise.

Type de protéines ou

MPV Cruciférine Napine Concentrat Isolat Isolat

i i i i i i urteau
A partir de farine de raine raine raine raine tourtea

Référence Schwenke, 1994 ; Schwenke, 1994 ; Ohlson et Anjou, Blaicher et al., 1983 ;  Vioque et al., 2000;

sz Schwenke et al., 1998;  Schwenke et al., 1998; 1979 ; Dev et Mukherjee, Schwenke et al.,
Proprlete Mohamad Ramlan et Krause et Schwenke, Thompson et al., 1986 1998
fonctionnelle al., 2002 2001 1982b ;
Capacité moussante ++ +++ +/++ +/++ -
Stabilité de la mousse ++ +++ + + -
Activité émulsifiante -/+ -[++ +/++ + -
Stabilité de I’émulsion -/+ - -I+ ++ -
Solubilité azotée, pH 7 -/+ +++ + + n.c.
Propriétés gélifiantes + - - - +
Couleur n.c. n.c. marron clair marron foncé  marron clair
Saveur n.c. n.c. sans saveur n.c. sans saveur

Les albumines et les globulines, de par leurs caractéristiques moléculaires différentes,
possedent des propriétés fonctionnelles différentes. Dans I’ensemble, ces derniéres sont plutét
médiocres excepté les excellentes propriétés moussantes des napines dont les caractéristiques
sont comparables a celles des albumines de blanc d’ceuf (Schwenke, 1994), et les bonnes
propriétés moussantes et geélifiantes des cruciférines (Léger et Arntfield, 1993 ; Paulson et
Tung, 1989 ; Mohamad Ramlan et al., 2002).

Les propriétes fonctionnelles des MPV sont influencées par divers facteurs tels que la
proportion entre albumines et globulines, la méthode de préparation de la MPV considérée et
la présence ou non de molécules non protéiques (Schwenke, 1990 ; Mahajan et Dua, 1994 ;
Dev et Mukherjee, 1986 ; Rubino et al., 1996).

Les concentrats ou isolats protéiques issus de farines de graines de colza possédent des
propriétés fonctionnelles assez bonnes sauf pour les propriétés gélifiantes (Thompson et al.,
1982b ; Schwenke et al., 1998). Toutefois, les isolats obtenus a partir de farine de tourteaux
de colza sont dépourvus de toutes propriétés fonctionnelles intéressantes (Vioque et al.,
2000). Mohamad Ramlan et al. (2002) ont montré que les traitements industriels de

I’extraction de I’huile des graines et particulierement les traitements thermiques provoquent
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une dénaturation voire une polymérisation des cruciférines, des napines et des oléosines. La
manifestation la plus visible de ce changement est une forte insolubilisation des protéines.
D’aprés Jensen et al. (1995), la solubilité protéique varie de 40 a 85 % suivant le traitement
thermique subi par la graine ou le tourteau. Toutes les propriétés fonctionnelles des protéines
sont alors trés fortement altérées (Schwenke, 1994).

Les potentialités d’utilisation de concentrats de protéines de colza en tant qu’ingrédients dans
divers aliments (produit carné ou patisserie) ont été évaluées par différents travaux (Ohlson et
Anjou, 1979 ; Thompson et al., 1982b). Par exemple, I’ajout de concentrat de protéines de
colza dans les saucisses améliore la texture de ces dernieres (amélioration des propriétés
émulsifiantes) mais entraine une diminution de leur contenu en graisse (mauvaise rétention de
I’huile par les protéines de colza). Le remplacement de la farine de blé par un concentrat de
protéines de colza pour la fabrication de pain ne donne pas de résultats satisfaisants

notamment a cause d’une mauvaise rétention d’air.

Certaines études portent alors sur I’amélioration des propriétés fonctionnelles des protéines de
colza par divers procédes tels que des traitements physiques, microbiologiques ou chimiques.
Mahajan et al. (1999, 2002) ont montré que certains procédés « traditionnels » tels que des
traitements thermiques (chauffage au micro-onde...), la germination ou la fermentation
améliorent certaines propriétés fonctionnelles de la farine de graines de colza.

L’ acylation ou la succinylation (addition de radicaux acétyles ou succinyles) améliorent les
propriétés fonctionnelles des farines de graines de colza (Dua et al., 1996), des concentrats
(CETIOM 36, 1996), des isolats (Paulson et Tung, 1989 ; Schwenke et al., 1998), de la
cruciférine (Guegen et al., 1990) et des napines (Schwenke, 1994 ; CETIOM 44, 1998).
Toutefois, les modifications chimiques des protéines alterent leur digestibilité et elles
posseédent une mauvaise image aupres des industriels de I’agro-alimentaire qui voient dans ces
procédés chimiques, des problemes de colt et de toxicité du produit final (Panyam et Kilara,
1996).

En conclusion, la valorisation des protéines de colza reste actuellement principalement limitée
a une utilisation des tourteaux en alimentation animale. Des efforts de recherche importants
sont réalisés depuis les années 80 pour développer leur utilisation en alimentation humaine. Si
ces travaux ont permis de démontrer une certaine faisabilité de procédés de préparation de

concentrats et d’isolats protéiques, ils ont également mis en évidence les freins techniques et
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économiques qui s’opposent a leur développement a I’échelle industrielle (Schwenke, 1994 ;
CETIOM 44, 1998). En effet, la préparation d’isolats de protéines de colza implique une
technologie spécifique moins compétitive par rapport aux autres protéines végetales tels que
le soja, le blé ou le pois.

Par conséquent, sachant que I’atout principal des protéines de colza est leur excellente valeur
nutritionnelle, la valorisation des protéines de colza passe forcément par une amélioration de
leurs propriétés fonctionnelles ou par la production, a partir de ces derniéres, de molécules
biologiquement actives et a haute valeur ajoutée. La protéolyse est un procédé classique qui
permet d’obtenir de tels mélanges ou de telles molécules gréace a la génération de peptides.
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Il. PROTEOLYSE ET PEPTIDES.

11.1. GENERALITES.

Depuis une vingtaine d’années, de par leurs multiples fonctions ou activités, les peptides
intéressent particulierement les industriels des secteurs de I’alimentaire, de la cosmétique ou
de la pharmacie. En effet, dans I’industrie alimentaire, ils sont utilisés pour leurs propriétés
nutritionnelles (Clemente, 2000), sensorielles (Gill et al., 1996) mais également
fonctionnelles (Panyam et Kilara, 1996). Jouant un role essentiel dans la qualité et la structure
des aliments, le terme de « nutrifonctionnalité » est aujourd’hui employé pour caractériser de
telles molécules (Godon, 1996). Les secteurs de la cosmétique et de la pharmacie s’intéressent
également aux peptides pour leurs activités biologiques ou physiologiques. De nombreuses
études ont en effet montré que les peptides, en particulier les petits peptides (< 1000 g/mol),
peuvent étre biologiquement actifs (peptides antibiotiques, antiviraux, anti-hypertensifs,
morphino-mimétiques et autres), ou encore peuvent posséder des activités anti-oxydantes ou
étre hypoallergéniques (Pihlanto-Leppald, 2001 ; Gill et al., 1996).

Suivant les applications finales, il existe plusieurs méthodes pour la production d’un peptide
ou d’un mélange de peptides. Ces derniers peuvent étre :

= soit synthétisés a partir d’acides aminés,

= soit genéreés par hydrolyse enzymatique ou chimique de protéines alimentaires.

11.1.1. La synthése de peptides.

Les peptides synthétiques sont largement utilises dans la recherche fondamentale et dans les
secteurs de la pharmacologie afin de cribler des peptides bioactifs a haute valeur ajoutée. Les
peptides synthétiques sont encore trés peu utilisés dans I’alimentaire. La synthése de peptides
peut étre réalisée soit par voie chimique, soit par voie enzymatique, soit par génie génétique.
Le choix de la méthode dépend principalement de la longueur du peptide et de la quantité a
produire (Gill et al., 1996).

La synthése chimique est une méthode répandue et bien maitrisée : la longueur des peptides
pouvant aller de 10 a 100 résidus acides aminés et la quantité produite pouvant aller du mg au
kg. Cependant, la synthese chimique présente beaucoup de désavantages. Cette méthode est

tres colteuse, entraine des problemes de racémisation des acides aminées et nécessite des
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produits réactionnels dangereux pour la santé et I’environnement d’ou I’impossibilité de
valoriser les peptides dans les produits de grade alimentaire.

La technologie de I’ADN recombinant nécessite quant a elle une trés longue et trés codteuse
phase de recherche et de développement afin de générer un organisme ou un micro-organisme
producteur du peptide en question. Les faibles rendements et les problémes de purification des
peptides produits limite I’utilisation de cette méthode ; elle reste encore en développement
pour la production de peptides courts.

Enfin, les peptides peuvent étre synthétisés par I’action catalytique des protéases en milieu
non-aqueux. Bien que cette méthode présente un certain nombre d’avantages par rapport a la
méthode chimique classique (assez peu colteuse, non dangereuse, pas de racémisation des
acides aminés), la disponibilité restreinte des protéases, le manque de connaissances sur la
spécificité des protéases dans les milieux non-aqueux et la faible productivité restent les
principaux obstacles pour une large utilisation de cette méthode (Gill et al., 1996).

11.1.2. La production de peptides par protéolyse.

Pendant longtemps, les produits de la digestion des protéines contenues dans les aliments ont
été uniquement considérés comme un apport en acides aminés essentiels, non essentiels et en
azote, indispensables a la biosynthese des protéines et des acides nucléiques de I’organisme
(Frekjaer, 1994). Mais aujourd’hui, il est desormais bien établi que les protéines issues de
sources diverses, aussi bien animales que végétales, contiennent dans leur séquence primaire
des enchainements d’acides aminés qui, une fois libérés, sont capables d’influencer la
physiologie de I’organisme. En fait, depuis une dizaine d’années, la recherche concernant les
peptides est principalement focalisée sur les propriétés biologiques et nutritionnelles de ces
derniers en vue d’applications médicales, pharmacologiques ou alimentaires (nutraceutiques)
(Korhonen et al., 1998).

En ce qui concerne I’hydrolyse chimique des protéines alimentaires, cette derniére présente
tellement de désavantages qu’elle n’est quasiment pas utilisée dans le cadre d’applications
alimentaires ou pharmacologiques. En effet, les modifications chimiques sont drastiques et
peu spécifiques, ce qui entraine la perte de certains acides aminés, la production de molécules
toxiques et la production importante d’acides aminés libres (d’ou une augmentation souvent

non désirée de I’osmolalité de I’hydrolysat).
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D’une part, I’hydrolyse acide des protéines conduit a la destruction totale du tryptophane, a la
destruction partielle de la méthionine et a la transformation de la glutamine et de I’asparagine
en leurs acides correspondants (Jennings et Lewis, 1969). D’autre part, I’hydrolyse alcaline
provoque la racémisation des acides aminés et la destruction par B-élimination de certains
acides aminés comme la cystéine, la sérine et la thréonine. Il en résulte alors des composés
potentiellement toxiques (Linder et al., 1995). Enfin, le plus dommageable concernant les
procédés d’hydrolyse chimique provient de la difficulté a reproduire les peptides cibles d’une
hydrolyse a I'autre du fait que I’hydrolyse est trés peu spécifique (Clemente, 2000).
Cependant, Bitri (2004) a montré qu’il est possible de produire des peptides biologiquement

actifs par hydrolyse ménageée (pH 3,5, 37°C, 2 h) de caséine bovine.

Réalisée dans des conditions moyennes de pH (6 — 8) et de température (40°C — 60°C),
I’hydrolyse enzymatique de protéines ne présente pas les désavantages de I’hydrolyse
chimique. Ainsi, la composition en acides aminés des hydrolysats protéiques est similaire a
celle de la protéine d’origine : I’hydrolyse enzymatique des protéines n’affecte pas la valeur
nutritionnelle de la protéine source (Maldonado et al., 1998).

L utilisation des enzymes permet un certain contrdle de la réaction d’hydrolyse et de ses
produits d’hydrolyse (Clemente, 2000). Les protéases hydrolysent les liaisons peptidiques
(figure B.II.1), formant alors un mélange de peptides et d’acides aminés. La composition
peptidique des mélanges varie selon la spécificité de la protéase utilisée et les conditions de

mise en ceuvre de I’hydrolyse.

RL H H R1 H
|| protéase | |

_C-C-N-C- + HO ———> —C—-COO + *H,N—C-—
| | < |
H O R2 H R2

Figure B.I1.1 : hydrolyse de la liaison peptidique par une protéase.

Selon les propriétés visées, I’hydrolyse enzymatique des protéines peut étre plus ou moins
compléte. Une hydrolyse poussée conduit a la génération de peptides solubles de petite taille
moléculaire (peptides < 15 acides aminés et proportion en acides aminés libres > 20 %). Elle
permet I’obtention d’hydrolysats utilisables dans les formulations diététiques, dans les milieux
de culture pour microorganismes ou possédant potentiellement des peptides bioactifs. Une

hydrolyse limitée permet quant a elle d’obtenir des peptides de plus haute taille moléculaire
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(peptides > 15 acides aminés et proportion en acides aminés libres < 10 %) aux propriétés

fonctionnelles intéressantes (Blom et al., 1996).

I1.2. PROPRIETES NUTRITIONNELLES, SENSORIELLES ET ANTIOXYDANTES
DES PEPTIDES.

11.2.1. Propriétés nutritionnelles des peptides et aliments diététiques.

Ayant remplacé les mélanges d’acides aminés libres et les mélanges de protéines, les
hydrolysats protéiques sont utilisés dans de nombreuses formulations diététiques aux
multiples applications (Clemente, 2000 ; Gill et al., 1996). En effet, ils peuvent constituer un
enrichissement en azote protéique dans certains aliments quotidiens (boissons énergisantes,
aliments pour personnes agées), ou dans certaines formulations cliniques destinées aux
personnes souffrant de malnutrition, de problémes de digestion ou d’allergies alimentaires
(Frokjaer, 1994). Ne contenant pas de peptides supérieurs a 12 résidus acides aminés (= 1500
Da), ces hydrolysats sont essentiellement composés d’acides aminés, de di- et tripeptides. Ces
peptides traversent plus facilement la barriére intestinale et possedent des propriétés
sensorielles plus acceptables, sont plus stables chimiquement et sont plus solubles dans I’eau

que les acides aminés libres.

Les hydrolysats protéiques utilisés dans les formulations cliniques sont principalement issus
de protéines de lait de vache et de protéines végétales. Parmi les végétaux, le soja et le blé
sont les sources protéiques les plus utilisées (Maldonado et al., 1998 ; Adler-Nissen, 1978),
mais le pois (Periago et al., 1998), le pois chiche (Clemente et al., 1999), le tournesol
(Bautista et al., 1996), les tourteaux de tournesol ou de colza (Bautista et al., 2000 ; Vioque et
al., 2000 ; Villanueva et al., 1999) constituent également une alternative aux protéines
animales. Le principal inconvénient des hydrolysats de protéines végétales (excepté le colza et
le soja) par rapport aux protéines animales est leur faible proportion en acides aminés
essentiels. Ces acides aminés doivent étre ajoutés aux formulations cliniques afin que ces

derniéres contiennent la quantité nécessaire (Clemente, 2000).

Certains procédés post-enzymatiques sont nécessaires pour la production d’hydrolysats aux

applications cliniques. Deux exemples peuvent illustrer ceci.

" L’un des inconvénients de la protéolyse est la libération de peptides amers qui rendent
les propriétés organoleptiques du mélange peptidique inacceptables. Cette amertume des
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peptides est due a I’exposition des acides aminés hydrophobes initialement enfouis dans la
protéine et a leur interaction avec les récepteurs « de I’amertume » présents dans la
bouche (Kunst, 2000). L’amertume des hydrolysats peut étre réduite en éliminant les
peptides amers a I’aide de méthodes de séparation sélective (précipitation, adsorption sur
du charbon actif, techniques chromatographiques ou membranaires), en ajoutant des
molécules masquant le godt amer (polyphosphates, cyclodextrine, amidon gélatinisé), ou
encore en utilisant des exoprotéases qui permettent la libération des acides aminés
hydrophobes (Saha et Hayashi, 2001 ; Aubes-Dufau et al., 1995 ; Pedersen, 1994).

. La production d’hydrolysats hypoallergéniques nécessite également une étape
d’ultrafiltration apres I’hydrolyse. En effet, le contréle de la taille moléculaire des
peptides par des techniques d’ultrafiltration permet d’éliminer les peptides de haute masse
molaire encore présents dans I’hydrolysat et permet ainsi de réduire son contenu en

molécules antigéniques (Clemente, 2000 ; Maldonado et al., 1998).

11.2.2. Propriétés sensorielles.

Il est aujourd’hui admis que certains petits oligopeptides jouent un rdle essentiel dans la
perception sensorielle des aliments. Certains peptides peuvent étre utilisés pour recréer 1I’'une
des quatre sensations principales du goQt a savoir le sucré, I’amertume, I’aigreur ou le salé
(Gill et al., 1996) mais également pour donner le golt umami ou le caractére acide a un

aliment. Certains peptides jouent aussi le role d’exhausteur de goat (Gly-Leu, Pro-Glu ...).

Parmi les peptides sucrés, les dipeptides aspartame (Asp-PheOMe) et alitame (L-Asp-D-
AlaNH,) sont les peptides les plus connus et les plus utilisés dans les produits alimentaires ou
pharmacologiques (Gill et al., 1996).

Bien que I’amertume soit en regle générale indésirable, elle reste tout de méme une sensation
importante pour un certain nombre de produits alimentaires comme la biére, le café, certains
jus de fruits et certains fromages. Plusieurs peptides «amers» ont été isolés par des
techniques membranaires ou chromatographiques a partir d’hydrolysats protéiques (tableau
B.11.1). Il semblerait que I’amertume soit liée a la présence d’acides aminés hydrophobes et
basiques dans la séquence peptidique et a la présence de la leucine a son extrémité C-
terminale (Lalasidis et Sjoberg, 1978 ; Rao et al., 1998). Leur taille moléculaire est
généralement inférieure a 5000 Da (Aubes-Dufau et al., 1995).
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Les godts acide et umami sont généralement associés aux peptides acides alors que les
peptides basiques manifestent souvent un godt salé prononceé. Le godt umami est attribué aux
peptides contenant des acides glutamiques et aspartiques liés avec des ions sodium (Gill et al.,
1996). Quelques exemples de peptides umami identifies & partir d’hydrolysats sont répertoriés

dans le tableau B.11.1.

Tableau B.I1.1 : exemples de peptides sensoriels identifiés a partir d’hydrolysats.

Hydrolysat Golt Quelques séquences identifiées Référence
Hydrolysat de protéines de soja Amer RL ; RLL ; SKGL Saha et Hayashi (2001)
FL; FIQGV ; LK Pedersen (1994)
FLS; LVGY ; GYPVV ; SNLNFL Kukman et al. (1995)
Hydrolysat pepsique de z€ine AlA ; GAL ; LVL Saha et Hayashi (2001)
Peptide trypsique de caséine GPFPVI Gill et al. (1996)
Hydrolysat de protéines de poisson ~ Umami  EE ; SEE ; ES... Gill et al. (1996)
Hydrolysat de protéines de soja GES Gill et al. (1996)

11.2.3. Les peptides antioxydants.

Certains hydrolysats protéiques ont la capacité de réduire la vitesse d’auto-oxydation des
lipides des aliments. En effet, ils ont la capacité de chélater les métaux lourds et d’accélérer la
décomposition des hyperoxydes, molécules possédant des radicaux libres nécessaires aux
phenomenes d’oxydation (Gill et al., 1996). Cependant, la relation structure - activité
antioxydante des peptides n’a toujours pas été mise en évidence. En isolant six peptides
antioxydants (de 5 a 15 acides aminés) d’un hydrolysat de B-conglycinine de soja obtenu avec
la protéase S, Chen et al. (1995) ont toutefois remarqué que ces peptides possédaient des
acides aminés hydrophobes en N-terminal et les acides aminés proline, histidine et tyrosine

dans leur séquence.

11.3. PROPRIETES FONCTIONNELLES DES PEPTIDES.

L’hydrolyse enzymatique des protéines entraine le plus souvent une perte des propriéetés
fonctionnelles de ces derniéres. Il existe, par exemple, une forte corrélation entre
I’augmentation de I’étendue de I’hydrolyse et la diminution des propriétés émulsifiantes (Lahl
et Braun, 1994). Dans quelques cas, cependant, il est observé I’inverse, d’une part, au point
isoélectrique des protéines, pH ou ces dernieres possedent généralement de mauvaises
propriétés fonctionnelles et, d’autre part, lorsque les protéines ont subi une forte dénaturation
thermique (Panyam et Kilara, 1996 ; Adler-Nissen, 1978).
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L’amélioration de certaines propriétés fonctionnelles, associée a une hydrolyse limitée des
protéines, est le plus souvent corrélée a une déterioration des autres propriétés fonctionnelles.
Le nombre de travaux traitant de I’amélioration des propriétés fonctionnelles des protéines par
hydrolyse enzymatique est considérable. Quelques exemples se rapportant aux protéines
végetales sont récapitulés dans le tableau B.11.2.

Tableau B.I1.2 : quelques propriétés fonctionnelles améliorées de protéines d’origine végétale suite a leur hydrolyse
enzymatique. (n.d. : non déterminé).

Source protéique Protéase DH  Propriété fonctionnelle Référence

(%) améliorée
Tourteaux de tournesol  Papaine 10  Capacité émulsifiante Cai et al. (1996)
Gluten de mais Thermitase 5 Capacité moussante/Stabilité émulsifiante  Behnke et al. (1989)
Isolat de protéines de soja Bromélaine n.d. Capacité et stabilité moussantes Molina Ortiz et Wagner (2002)
Isolat de protéines de soja Alcalase n.d. Agrégation thermique Kim et al. (1990)
Isolat de Brassica carinata Alcalase 8,7  Adsorption de I’huile Pedroche et al. (2004)
Farine de blé Protéase neutre 3,8  Adsorption de I’eau / de I’huile Bombara et al. (1997)
Farine d’avoine Alcalase 3,8  Solubilité Ponnampalam et al. (1987)
Farine d’avoine Neutrase 6,0 Solubilité Ponnampalam et al. (1987)
Farine de coton Bromélaine n.d. Solubilité Arzi et al. (1972)

11.3.1. La solubilité et les propriétés rhéologiques.

La solubilité conditionne I’utilisation des hydrolysats protéiques en tant qu’ingrédients. En
effet, une solubilité élevée dans une large gamme de pH, dans différentes conditions ioniques,
ou apres divers traitements thermiques (comme la pasteurisation ou la stérilisation) est
souvent nécessaire pour leur incorporation dans les produits alimentaires (Frekjaer, 1994). Par
exemple, une solubilité élevée des hydrolysats au point isoélectrique permet d’ajouter ces
derniers dans les boissons acides afin d’améliorer leur qualité nutritionnelle (Adler-Nissen,
1987).

L’augmentation de la solubilité de protéines suite a leur hydrolyse enzymatique a été trés
largement étudiée. Ces études montrent que méme des hydrolyses partielles ou limitées des
protéines résultent en une plus ou moins forte augmentation de leur solubilité, en particulier
au pH correspondant a leur point isoélectrique. L’amélioration de la solubilité est due a une
augmentation de I’hydrophilie de I’hydrolysat, elle-méme due a une plus petite taille des
peptides et & I’apparition de nouveaux groupes ionisés (NH;*, COO") (Mahmoud, 1994). C’est
pourquoi, en régle générale, les hydrolysats sont incapables de gélifier. L’ inverse a toutefois
été observé pour des hydrolyses trés limitées de protéines de tournesol ou de lait et dans
certaines conditions de pH et de température (Sanchez et Burgos, 1996 ; Doucet et al., 2003).
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L apparition de sites polaires ou hydrophobes aprés la protéolyse permet, le plus souvent,
d’améliorer la capacité des molécules protéiques a fixer I’eau ou I’huile. Les hydrolysats
possédant une bonne capacité de rétention d’eau peuvent, par exemple, étre utilisés pour

prévenir la perte en eau des patisseries (Bombara et al., 1997 ; Vioque et al., 2000).

11.3.2. Propriétés emulsifiantes.

De nombreuses études ont été entreprises afin de caractériser les propriétés émulsifiantes
d’hydrolysats protéiques. Les sources protéiques, les protéases, les conditions réactionnelles
et les méthodes pour analyser ces propriétés sont tres diverses. En régle générale, les
propriétés émulsifiantes sont déterminées dans des systemes modeles souvent tres éloignés
des milieux complexes caractéristiques des systémes alimentaires (Mahmoud, 1994). Les
parametres les plus communément étudiés pour caractériser les émulsions sont la capacité
émulsifiante (gramme d’huile émulsifiée par gramme de protéines), I’activité émulsifiante
(aire de I’interface stabilisée par gramme de protéines) et la stabilité de I’émulsion (émulsion
persistante apres centrifugation ou stockage a une température donnée).

Il est aujourd’hui reconnu que I’hydrolyse limitée améliore généralement les capacités
émulsifiantes des protéines au détriment de la stabilité de I’émulsion.

La diminution de la tension interfaciale, essentielle au processus d’émulsification, est dictée
par trois phénomeénes : la diffusion et I’attachement de la molécule proteique a I’interface, le
dépliement de la molécule protéique adsorbee, et le réarrangement des molécules adsorbées a
I’interface (Panyam et Kilara, 1996).

L hydrolyse limitée permet d’exposer les acides aminés hydrophobes initialement enfouis au
ceeur de la protéine, ce qui améliore, en conséquence I’adsorption des polypeptides a
I’interface (Kunst, 2000). Il a d’ailleurs déja été montré une corrélation positive entre le
caractére hydrophobe et les propriétés émulsifiantes (Mahmoud, 1994). La taille moléculaire
des peptides influence également les propriétés émulsifiantes ; la longueur de chaine est
estimée autour de 20 acides aminés, ce qui correspond a un degré d’hydrolyse de 3 a 6 %
(Kristinsson et Rasco, 2000b, Kunst, 2000). En fait, plus les peptides sont petits, plus ils
s’adsorbent rapidement a I’interface mais s’ils sont trop petits, ils sont incapables de se déplier
et de se réorienter comme les protéines ou les grands polypeptides, les rendant alors

inefficaces pour réduire la tension interfaciale.
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11.3.3. Propriétés moussantes.

Les mousses sont des systémes colloidaux présentant une phase liquide et une phase gazeuse.
La capacité moussante et la stabilitt moussante d’une molécule de nature protéique
sont influencées par diverses propriétés comme la solubilité (dicte la vitesse de diffusion vers
I’interface), la balance hydrophilie/hydrophobie (dicte les interactions interfaciales), la
flexibilité (dicte la capacité a se déplier a I’interface) et la présence de groupes chargés ou de
groupes polaires (dicte I’hydratation) (Panyam et Kilara, 1996).

Comme pour les propriétés émulsifiantes, I’hydrolyse limitée améliore I’activité moussante
des protéines mais provoque, en contre partie, une détérioration de leur stabilité moussante
(Chobert et al., 1996). L’activité moussante semble étre favorisée par la présence d’acides
aminés aromatiques dans la séquence des peptides. D’apres Molina Ortiz et Wagner (2002),
qui ont étudié les propriétés moussantes d’hydrolysats d’isolat de soja, la solubilité protéique
a un impact plus important sur la formation et la stabilisation des mousses que I’hydrophobie
de surface. Une étude conduite par Althouse et al. (1995) a montré que les grands peptides et
les protéines non degradées d’un hydrolysat de protéines de lait par I’Alcalase ont un effet
inhibiteur sur les propriétés moussantes de I’hydrolysat ; les petits peptides, fractionnés par

ultrafiltration, possédent quant a eux d’excellentes capacités et stabilités moussantes.

11.4. ACTIVITES PHYSIOLOGIQUES OU BIOLOGIQUES DES PEPTIDES.

La sequence primaire de la plupart des protéines, qu’elles soient d’origine animale ou
végeétale, peut comporter la séquence primaire de peptides biologiquement actifs. Cependant,
la protéine source est inactive et ce n’est qu’une fois libéré que le peptide devient actif : son
activité étant liée a sa composition intrinseque et a sa séquence en acides aminés (Pihlanto-
Leppéld, 2001).

Les peptides physiologiquement actifs forment un groupe tres complexe et trés divers de
substances qui interviennent dans la modulation de divers processus physiologiques du corps
humain (Meisel, 1998). Les peptides opioides, antithrombotiques, antimicrobiens et anti-ACE
(Angiotensin | - Converting Enzyme) sont les plus etudiés de ce groupe mais les peptides
peuvent aussi étre des immunomodulants, des transporteurs de minéraux ou des

antigénotoxiques. La figure B.I1.2 présente un éventail des fonctions des peptides bioactifs.
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Figure B.I1.2 : fonctions des peptides bioactifs (inspiré de Silva et Malcata, 2004).

Les peptides bioactifs peuvent étre utilisés en tant que nutraceutiques ou médicaments (Li et
al., 2004). lls contiennent généralement entre 3 et 20 résidus d’acides amines. Cependant, les
relations entre la structure et la fonction des peptides bioactifs restent souvent non élucidées.
Ceci est d0 au fait que les petits peptides peuvent exister sous de multiples conformations et
peuvent adopter diverses structures tridimensionnelles pour se fixer sur les récepteurs ou sur
les enzymes (Aalbersberg, 1999). Nous nous limiterons, dans ce paragraphe, a quelques
exemples de peptides biologiquement actifs isolés ou identifiés a partir d’hydrolysats

protéiques (Tableau B.I1.3).

La littérature concernant les peptides bioactifs est tres abondante, c’est pourquoi, seuls les

peptides opioides, anti-ACE et antimicrobiens sont abordés dans ce chapitre.
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Tableau B.11.3 : quelques peptides biologiquement actifs issus d’hydrolysats protéiques.

Activité Précurseur protéique Protéase utilisée Séquence Référence

Opioide a-lactalbumine (lait) Pepsine YGLF (o-lactorphine) Pihlanto-Leppala, 2001
B-lactoglobuline (lait) Pepsine + Trypsine YLLF (B-lactorphine) Pihlanto-Leppala, 2001
y-caséine Trypsine YPVEPFTE Silva et Malcata, 2004
B-caséine (lait) - YPFPGPIPNSL (B-casomorphine) Meisel, 1998
Hémoglobine Pepsine + Pancréatine YPWT (hémorphine) -
Hémoglobine bovine Pepsine Fragments 31-40 de la chaine 3 : Zhao et al., 1995

LVVYPWTQRF (LVV- Dagouassat et al., 1996
hémorphines-7) Kapel et al., 2003
Blé (gluténine) Pepsine + Thermolysine ~ GYYPT (exorphine A5) Fukudome et Yoshikawa,
Blé Pepsine + Thermolysine ~ GGWL (exorphine B5) 1992
Blé Pepsine + Trypsine + YPISL (exorphine C) Fukudome et Yoshikawa,
Chymotrypsine 1993

Anti- Lait bovin - FFVAP Gill et al., 1996

hypertensive B-lactoglobuline (lait) Trypsine ALPMHIR ou VFK Meisel, 1998

(anti-ACE) a-lactalbumine (lait) Trypsine WLAHK Pihlanto-Leppald, 2000
B-lactoglobuline (lait) Protéinase K IPA Pihlanto-Leppal&, 2001
B-caséine (lait) - AVPYPQR (casokinine) Meisel, 1998
Tournesol (globuline) Pepsine + Pancréatine FVNPQAGS Megias et al., 2004
Soja Alcalase DLP et DG Wau et Ding, 2002
Soja (conglycinine) Protéase acide LAIPVNKP et LPHF Kuba et al., 2004
Soja (glycinine) { de Monascus SPYP et WL Kuba et al., 2004
Mais (zéine) purpureus IRA Li et al., 2004

Thermolysine

Antithrombotique | ait bovin - KNQDK Gill et al., 1996

K-caséine (lait) - MAIPPKKNQDK (casoplateline) Meisel, 1998

Soja (glycinine) Pronase - Gibbs et al., 2004
Antimicrobienne  |_actoferrine Pepsine Fragment 17-41 (lactoferricine) Meisel, 1998

Lysozyme (blanc d’ceuf) ~ Pepsine + Trypsine IVSDGDGMNAW Mine et al., 2004

Caséine Trypsine Hydrolysat Biziulevicius et al., 2002

Hémoglobine bovine Pepsine Fragment 1-23 de la chaine alpha Froidevaux et al., 2001

Immunoactive

B-caséine (lait)

Pepsine + Chymosine

YQEPVLGPVRGPFPIIV

Meisel, 1998

og1-caséine Chimosine RPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRF Silva et Malcata, 2004
Amélioration de  Caséine Alcalase ou Trypsine Sequence-XXXEE Adamson et Reynolds,
o ¥ = Ser(P) 1996
biodisponibilité  gq;5 Protéase M - Jin et al., 2000

des minéraux

Antigénotoxique

Plasma sanguin (bovin)

Alcalase ou Trypsine

Peptides < 1000 Da

Park et Hyun, 2002

Digestive

Crustacés/Poissons

Alcalase

Peptides < 1000 Da

Ravallec-Plé et Van
Wormhoudt, 2003

11.4.1. Les peptides opioides.

Parmi les peptides neuroactifs, les peptides aux activités opioides sont les plus couramment

retrouvés. Les peptides opioides modifient le comportement émotionnel et I’appétit grace a

leur faculté a se fixer specifiqguement aux récepteurs cibles liés a ces comportements

physiologiques (récepteurs p, o et ). Leur réle morphino-mimétique est dd a la présence, en

N-terminal de leur séquence, des motifs Tyr-Gly-Gly-Phe (typique), Tyr-X-Phe ou Tyr-X;-

X2-Phe (atypiques) mais d’autres sequences ont été identifiées sur les exorphines issues
d’hydrolysats de blé (Pihlanto-Leppéld, 2001 ; Fukudome et Yoshikawa, 1992, 1993).
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11.4.2. Les peptides anti-ACE.

Un groupe trés important de peptides est celui des inhibiteurs de I’enzyme convertissant,
d’une part, I’angiotensine | en angiotensine Il, un puissant vasoconstricteur et, d’autre part,
dégradant la bradykinine, un vasodilatateur. Cette enzyme est nommée I’ACE (Angiotensin |
— Converting Enzyme). Ainsi, I’ACE permet d’augmenter la pression sanguine. En inhibant
I’activité de I’ACE, les peptides anti-ACE sont considérés comme des molécules intéressantes
pour traiter I’hypertension mais aussi toutes les maladies cardiovasculaires qui y sont liées (Li
et al., 2004). De nombreux travaux ont montré que le nombre d’acides aminés de ces peptides
est généralement compris entre 2 et 12 mais que leurs propriétés moléculaires sont différentes

selon la nature de la protéine d’origine (Li et al., 2004).

11.4.3. Les peptides antimicrobiens.

A ce jour, plusieurs centaines de peptides antimicrobiens différents ont été isolés. Bien qu’ils
different par leur taille et leur séquence, ces peptides possédent deux caractéristiques
communes ; ils sont polycationiques et leur structure active est amphiphile. Ces peptides sont
divisés en deux classes : les peptides cycliques et les peptides linéaires (Tossi et al., 1997).
Ces peptides agissent soit en créant des perturbations au niveau des échanges membranaires
du microorganisme suite a la formation de ponts ioniques et a la perméabilisation de la
membrane, soit en atteignant une cible spécifique intracellulaire qui active I’autolyse de la
bactérie (Epand et Vogel, 1999 ; Biziulevicius et al., 2002).

11.4.4. Multifonctionnalité d’un peptide.

Certains peptides possedent plusieurs propriétés fonctionnelles ou activités biologiques. La
séquence primaire de ces peptides comprend plusieurs séquences caractéristiques de peptides
ayant des effets biologiques différents. Par exemple, certains peptides issus de I’hydrolyse de
protéines de lait, comme la B-casomorphine, possedent a la fois une activité opioide, une
activité anti-ACE et une activité immunomodulante (Meisel, 1998). La figure B.I11.3 montre
quelques régions de la structure primaire d’un peptide multifonctionnel issu de I’hydrolyse de
la B-caséine. Ces régions, considérées comme « zones stratégiques », sont partiellement

protégees de I’action protéolytique des enzymes (Meisel, 1998).
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Peptide inhibiteur de I’ACE (Casokinine) + Peptide amer

-Ala- Phe teuien: Tyr -GIn-Glu-Pro-Val-Leu-Gly- Pro Val-Arg-Gly-Pro-Phe-Pro-lle-lle- VaI OH

>

Peptlde amer Peptide amer + Peptide émulsifiant

Figure B.I1.3 : multi-fonctions d’un peptide issu de I’hydrolyse de B-caséine bovine (extrait de Meisel, 1998).

I1.5. PEPTIDES ET MILIEUX DE CULTURE POUR CELLULES PRO- ET
EUCARYOTES.

Les hydrolysats de protéines sont principalement utilisés comme ingrédients alimentaires ou
médicaments mais, grace a leur haute solubilité, leurs champs d’application s’ouvrent
également dans les domaines de la biotechnologie en tant que peptones. En effet, les
hydrolysats peuvent constituer une source azotée aux multiples avantages dans les milieux de

culture pour microorganismes, cellules animales ou cellules d’insectes.

11.5.1. Activités des peptides dans les milieux de fermentation.

Les sources nutritives des milieux de culture pour les microorganismes représentent le
principal colt dans certains procédés de fermentation. De nombreuses études ont montré qu’il
etait possible de remplacer certaines de ces sources nutritives par des hydrolysats protéiques
sans altérer la croissance microbienne. Les sources protéiques les plus utilisées sont d’origine
marine (Martone et al., 2005 ; Dufossé et al., 2001 ; Guérard et al., 2001) ou végétale (Hsieh
et al., 1999 ; Parrado et al., 1993). Dans ces derniers cas, les hydrolysats de protéines de soja
ou de tournesol améliorent méme la production, par les microorganismes, de la molécule

d’intérét.

11.5.2. Activités des peptides dans les milieux de culture de cellules eucaryotes.

Les cellules de mammiféres sont utilisées pour la production d’anticorps monoclonaux,
d’hormones, de protéines recombinantes, de virus ou méme de tissus humains (Amiot et al.,
2005 ; Kunst, 2000). Traditionnellement, les cellules de mammiferes sont cultivées dans des
milieux contenant des acides aminés libres, du glucose, des minéraux et du séerum de veau

feetal (de I’ordre de 5 & 10 %). Ce dernier est obtenu par défibrination du plasma issu de feetus
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de vache. C’est un mélange extrémement complexe constitué de molécules aux activités
physiologiques différentes, en particulier de molécules activatrices et inhibitrices de la
croissance cellulaire. Cependant, I’utilisation du sérum de veau fcetal présente quelques
désavantages. Tout d’abord, la composition du sérum varie fortement d’un lot a I’autre. Mais
le désavantage majeur lors de son emploi est le risque d’introduire dans le milieu des
contaminants infectieux (mycoplasmes), des virus (VIH ou Hépatite B) ou des prions (ESB)
(Kunst, 2000). Afin de réduire le risque d’introduire de tels contaminants dans le milieu et
d’augmenter la sécurité biologique des préparations médicales, il est apparu évident de

remplacer une partie voire la totalité du sérum par des produits d’origine non-animale.

Les tentatives de substitution ou de réduction du sérum dans les milieux de culture de cellules
de mammiferes ont débuté depuis les années soixante ; le principal intérét d’alors était plutét
économique car le sérum co(Qtait cher (Schlaeger, 1996). Les premiers hydrolysats employés
pour de telles applications étaient d’origine animale (viande, lait) ou issus de
microorganismes (Schlaeger, 1996 ; Amiot et al., 2005).

Des études recentes ont montré que certains hydrolysats protéiques d’origine végetale peuvent
remplacer, au moins partiellement, le sérum dans divers milieux de culture de cellules
animales ou d’insectes. En effet, des hydrolysats de soja et de blé stimulent, d’une part, la
croissance des cellules de mammiféres comme les cellules d’ovaires de hamster chinois
(CHO), d’ovaires de bébé hamster (BHK), de reins de singe vert (\Vero) ou d’hybridomes, et
stimulent, d’autre part, la production cellulaire des molécules d’intérét (Kunst, 2000 ; Blom et
al., 1996 ; Franék et al., 2000). Cependant, il s’avere que les cellules cultivées dans ces
milieux sont plus sensibles et plus stressées par rapport aux cellules cultivées dans des
milieux classiques, et en conséquence, elles rentrent en apoptose plus rapidement. A partir
d’hydrolysats de gluten de blé ou de viande, Franék (2004) et Schlaeger (1996) ont isolé des
fractions peptidiques ayant des propriétés d’agents anti-apoptotiques, favorisant la survie des

cellules.

Aujourd’hui, les raisons pour lesquelles les hydrolysats de protéines végétales améliorent, en
absence de sérum, la croissance et/ou la production de molécules recombinantes ne sont
toujours pas élucidées. Il apparait seulement que les peptides de tels hydrolysats sont de petite
taille moléculaire (< 2500 Da) et assimilables par les cellules. Cependant ces derniers n’ont
pas encore eté identifiés (Schlaeger, 1996). Plusieurs mécanismes d’action ou roles potentiels

des peptides ont été proposés.
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= || est admis que les peptides, surtout les petits, participent a la valeur nutritionnelle du
milieu. Blom et al. (1996) ont, dans ce sens, produit un hydrolysat contenant des peptides
riches en résidu glutamine, acide aminé indispensable pour la croissance des cellules mais
qui n’est pas stable sous forme libre.

= Pour Franék (2000, 2004), les peptides agissent en tant que facteurs de croissance et/ou de
survie et non en tant que simple source en acides aminés (ou azote proteique). Ces
peptides mimant des facteurs de croissance faciliteraient I’assimilation des nutriments du
milieu suite a une modification des signaux intracellulaires et permettraient I’accélération
de la synthése de I’ADN et donc de la division cellulaire. Inversement, certains peptides
auraient la faculté d’arréter la croissance cellulaire (Franék et al., 2003). Cet arrét de la
croissance cellulaire serait associé a une augmentation de la production de la molécule
d’intérét par les cellules.

=  Pour Kunst (2000), les peptides pourraient agir comme des détoxifiants en fixant les
toxines (métaux lourds et endotoxines) ou seraient impliqués dans le transport de
composants essentiels (lipides ou vitamines).

= Pour Amiot et al. (2005), lorsque les cellules sont adhérentes et cultivées en boite, les
peptides seraient également des facteurs facilitant I’attachement cellulaire. En effet,
certains peptides (RGD, YIGSR) sont connus pour faciliter I’attachement des cellules a la
surface des boites de culture, permettant ainsi une meilleure « colonisation » du milieu et

en conséquence une meilleure croissance des cellules (Amiot et al., 2005).

11.6. HYDROLYSATS DE PROTEINES DE COLZA.

Moins d’une quinzaine de travaux portent sur I’hydrolyse des protéines de colza et la
valorisation de peptides de colza. Le tableau B.11.4 recense I’ensemble de ces travaux.
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Tableau B.I1.4 : travaux portant sur I’hydrolyse de protéines de colza et sur la valorisation des peptides obtenus.

Substrat Protéase Caractéristiques de Application potentielle ou activité Référence

(source) I’hydrolysat biologique des peptides

Isolat Alcalase puis = DH =60 % = Non amer Vioque et

protéique Flavourzyme = Composés de petits peptides = soluble entre pH 2,5 et 7 al. (1999) ;

(tourteau et d’acides aminés = Hydrolysat utilisable dans les boissons  Pedroche et

industriel) = Composition équilibrée en acides al. (2004)
acides aminés = Fractions peptidiques utilisables dans la

supplémentation de formulations
alimentaires cliniques

Isolat Alcalase = DH compris entre 3,1 et 7,7 = Amer Vioque et
protéique % = Amélioration de I’adsorption de I’eau et  al. (2000)
(tourteau = Essentiellement composés de I’huile
industriel) de protéines et de longs = Amélioration de I’activité moussante

polypeptides mais diminution de la stabilité moussante

= Composition équilibrée en = Amélioration de I’activité et stabilité

acides aminés émulsifiantes
Isolat Alcalase = DH~22% = Hydrolysats inhibent la pepsine Mar Yust et
protéique = Hydrolysats et fractions de peptides al. (2004)
(farine délipidée) inhibent la protéase du virus VIH
Concentrat Subtilisine = Peptides (origine) : = Peptides anti-ACE Marczak et
protéique Carlsberg de - 1Y (napine) al. (2003)
(farine Bacillus - RIY (napine)
délipidée) licheniformis - VW (cruciférine)

- VWIS (autre protéine)

Farine Pepsine = Diminution des composés = Amélioration des propriétés : Mahajan et
delipidée Papaine antinutrionnels - solubilité Dua (1998)
Trypsine - propriétés moussantes
Ficine - adsorption eau et huile

= Diminution des propriétés émulsifiantes

Concentrat Orientase = DH=32% = Promeut la croissance de cellules Deparis et
protéique = Distribution de taille des d’insecte Sf9 dans des milieux sans al. (2003)
(tourteau peptides : sérum

industriel) -<alkDa=74% = N’affecte pas le métabolisme cellulaire

-entre 1 et 10 kDa =23 %
->a10kDa=3%

Farine Hydrolyse mono- = Azote soluble en fin de = |e systeme pepsine (60 mn) et trypsine  Lacroix et
décortiquee  , di- ou réaction dans 20 % de TCA (120 mn) est celui qui libére le plus de al. (1983a,
et délipidée  trienzymatique : varie de 34 a 55 % petits peptides 1983b et

- pepsine = Libération de peptides de = Ultrafiltration (10 kDa) 1988)

- trypsine faibles masses molaires — amélioration des propriétés

- papaine nutritionnelles
Farine de 13 protéases = DH varie de 4,6 2 53 % = Amélioration de la valeur nutritive Simbaya et
tourteaux commerciales — amélioration de la croissance des al. (1996)
industriels poulets
Concentrat Alcalase = DH=28% = Propriétés antioxydantes Tessier
protéique = fractionnement par des = Amélioration de la valeur nutritive (2004)
(tourteau procédés membranaires = Favorise ou inhibe la croissance de
industriel) — hydrolysat composé de microorganismes d’intérét industriel

peptides < 1 kDa

Extrait Proleather FG-F =DH=7o0u 14 % = Remplacement de 20 a 50 % des Aluko et
protéique protéines de blanc d’ceuf dans la Mclntosh
(tourteau confection de mayonnaise (2005)
industriel)
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I11. PROCEDES DE PROTEOLYSE ENZYMATIQUE, MODELISATION
ET CARACTERISATION DES PEPTIDES.

I11.1. PROCEDES DE PROTEOLYSE ENZYMATIQUE.

Le matériel (enzymes, protéines, réacteurs), les meéthodes pour suivre I’étendue de
I’hydrolyse, les conditions opératoires de I’hydrolyse sont des aspects clefs des procédés
d’hydrolyse (Lahl et Braun, 1994). En effet, la « nutrifonctionnalité » et I’activité biologique
des peptides sont d’abord influencées, d’une part, par la spécificité de I’enzyme et, d’autre
part, par la nature physique et chimique des protéines (Mahmoud, 1994). De plus, pour un
systéeme enzyme/substrat donné, les conditions d’hydrolyse tels la durée, le pH, la température
et le ratio enzyme/substrat sont les principaux paramétres influencant les propriétés
moléculaires des peptides générés. La figure B.I1l.1 présente I’ensemble des parametres
influencant I’hydrolyse et, par conséquent, la nature et la taille des peptides.

PH, température, force ionique

A A

Substrat protéique Protéase
= Nature des protéines (composition et = Type de protéase (endo-/exoprotéase,
séquence en acides aminés) spécificité)
= Conformation des protéines (structure = Mécanisme catalytique
tertiaire, état natif/dénaturé) 4|« Mélange ou non de protéases
= Pureté en protéines (influence des = Concentration
molécules non protéiques) = Activité protéolytique

= Concentration
= Solubilité (charge nette, hydrophilie /
hydrophobie)

Type de réacteurs p
ou de procédés Durée de

(discontinu, couplé & I’hydrolyse
une unité d’UF...)

Nature, taille et composition en acides aminés des peptides

A A 4
Hydrolysat aux propriétés
fonctionnelles, nutritionnelles Peptides bioactifs
ou sensorielles particuliéres

Figure B.I11.1 : paramétres influengant I’hydrolyse et la qualité des produits terminaux.
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I11.1.1. Les protéases et les sources protéiques.

Malgré les nombreux travaux portant sur la protéolyse, il est difficile de les comparer car,
d’une part, les protéines utilisées varient selon leur origine ou de leur mode de préparation et,
d’autre part, les enzymes ont rarement une spécificité et une pureté semblables. L’autre
obstacle est I’absence de standardisation des protocoles employés (rapport enzyme/substrat,

détermination des activités enzymatiques...) (Driou et al., 1985).

11.1.1.1. Les différents types de protéases.

Les protéases sont des catalyseurs biologiques présentant, d’un coté, une spécificité
réactionnelle liée a la conformation et a la composition en acides aminés de leurs sites
catalytiques et présentant, d’un autre c6té, une spécificité au niveau du substrat liée a la
complémentarité tridimensionnelle entre I’enzyme et le substrat (Godon, 1996). Le commerce
fournit aujourd’hui un tres large choix de protéases aux spécificités diverses et aux valeurs
optimales de pH et de température différentes (Panyam et Kilara, 1996). Leurs origines sont
aussi trés diverses puisqu’elles peuvent étre d’origine végétale (papaine, bromélaine,
kératinase...), animale (trypsine, chymotrypsine, pepsine, rénine...), bactérienne (Protamex,
Alcalase, Neutrase...), fongique (Corolase, Flavourzyme...) ou virale.

La capacité des protéases & hydrolyser un substrat protéique est trés variable ; la spécificité de
I’enzyme dicte le nombre et la localisation des liaisonss peptidiques clivables (Panyam et
Kilara, 1996). Les protéases peu ou non spécifiques clivent plusieurs liaisons peptidiques
tandis que les protéases a spécificité étroite ne clivent qu’apres ou avant des acides aminés

précis. La spécificité de quelques protéases est schématisée dans le tableau B.111.1.

Tableau B.I11.1 : spécificité de quelques protéases (Rao et al., 1998).

Enzyme Pont peptidique clivé

Trypsine -Lys (ou Arg) L----

Chymotrypsine, subtilisine -Trp (ou Tyr, Phe, Leu) L----

Protéase V8 de Staphylococcus -Asp (ou Glu) L----

Papaine -Phe (ou Val, Leu)-Xaa L----
Thermolysine --—L Leu (ou Phe) ----

Pepsine -Phe (ou Tyr, Leu) L Trp (ou Phe, Tyr)-

L site d’action de la protéase ; Xaa : n’importe quel acide aminé.

Les enzymes protéolytiques sont classées en tant qu’endoprotéases ou qu’exoprotéases. Les

endoprotéases hydrolysent les liaisons peptidiques situées a I’intérieur de la protéine d’ou la
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production de peptides plus ou moins longs tandis que les exoprotéases clivent les liaisons
peptidiques situées aux extrémités N- ou C-terminales entrainant la libération d’acides
aminés, de dipeptides ou de tripeptides (Clemente, 2000). Les endoprotéases sont sous-
classées en quatre groupes suivant leur mécanisme catalytique : les sérine protéases, les
aspartyl protéases, les cystéine protéases et les métalloprotéases (Rao et al., 1998). Le tableau
B.111.2 présente les différents groupes de proteases, leurs modes d’action et leurs numéros
E.C..

Tableau B.I11.2 : classification des protéases (Rao et al., 1998).

Protéase Mode d’action Numeéro E.C.
Exopeptidase
Aminopeptidase elo—o0—0—0--- 34.11
Dipeptidyl peptidase o—eLlo—o0—0--- 3.4.14
Tripeptidyl peptidase o—e—elo—o--- 34.14
Carboxypeptidase ---0—0—0—0—o-le 3.4.16-3.4.18
De type sérine 3.4.16
Meétalloprotéase 3.4.17
De type cystéine 3.4.18
Peptidyl dipeptidase -—-0—0—o0—ole—e 3.4.15
Dipeptidase ole 3.4.13
Endoprotéase ---0—0—0lo—0—0--- 3.4.21-3.4.24
Serine protéase 3.4.21
Cystéine protéase 3.4.22
Aspartyl protéase 3.4.23
Métalloprotéase 3.4.24

o : acides aminés ; e : acides aminés terminaux ; -- : site d’action des enzymes.

Les sérines protéases sont caractérisées par la présence d’une sérine dans leur site actif.
Suivant leur structure primaire, elles sont divisées en six sous-groupes dont les
chymotrypsines et les subtilisines. Ces derniéres sont caractérisées par trois acides aminés
constituant une triade catalytique dans leur site actif : une sérine, un acide aspartique et une
histidine (Rao et al., 1998). Ces protéases sont généralement actives a pH neutre ou alcalin.
Elles sont peu spécifiques.

Les aspartyl protéases, aussi appelées protéases acides, sont caractérisées par la présence d’un
acide aspartique dans leur site actif nécessaire a leur activité protéolytique. La pepsine fait
partie de ce groupe d’enzymes. Beaucoup de protéases acides ont une activité maximale a pH
3-4. Elles sont spécifiques des acides aminés aromatiques et elles ont une préférence pour les
acides aminés hydrophobes (Ala, Val, Leu, lle, Phe) (Rao et al., 1998).

Les cystéines protéases de plantes sont caractérisées par une diade catalytiqgue composée
d’une cystéine et d’une histidine. La papaine (de la papaye), la ficine (de la figue), la
bromélaine (de I’ananas) et I’actinidine (du kiwi) sont les cystéine protéases les plus connues.
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Le pH optimal de ces enzymes est situé autour de 7. Ces protéases sont assez spécifiques. La
papaine est spécifique du tryptophane et des acides aminés hydrophobes.
Enfin, les métalloprotéases (Thermolysine, Neutrase) sont caractérisees par leur besoin d’un

ion métallique divalent pour étre actives (Rao et al., 1998).

La production de peptides aux caractéristiques physicochimiques définies nécessite une
sélection stratégique des enzymes (Lahl et Braun, 1994 ; Arzl et al., 1972 ; Kristinsson et
Rasco, 2000b). En effet, la taille et le caractére hydrophobe des peptides produits sont
fonction de la nature et de la spécificité de I’enzyme (Smyth et FitzGerald, 1998 ; Mahmoud,
1994). Par exemple, la trypsine est généralement choisie pour la production de peptides
émulsifiants car cette derniére clive spécifiquement en C-terminal de la lysine et de I’arginine,
favorisant alors la génération de peptides présentant les zones hydrophobes nécessaires a
I’émulsion (Mahmoud, 1994) ; I’Alcalase, qui a une large spécificité avec une préférence
notamment pour les acides aminés hydrophobes, génere des hydrolysats moins amers que la
plupart des autres endoprotéases (Doucet et al., 2003 ; Lahl et Braun, 1994).

Le choix des enzymes résulte souvent d’un compromis entre des criteres d’efficacité et des
critéres économiques. En effet, une augmentation de la concentration en enzyme résulte le
plus souvent en une augmentation de la vitesse d’hydrolyse mais entraine en conséquence une

augmentation du colt du procédé (Lahl et Braun, 1994).

Chaque préparation enzymatique est plus ou moins pure. Bjurlin et al. (2002) ont montré que
I’activité enzymatique varie d’une protéase a I’autre de plusieurs ordres de grandeur. lls ont
aussi mis en évidence que les préparations enzymatiques sont tres souvent composées de
plusieurs fractions actives (de 1 a 4). C’est pourquoi, il est souvent nécessaire de quantifier

I’activité protéolytique des enzymes.

111.1.1.2. Mesure de I’activité enzymatique.

Une méthode simple et rapide pour comparer I’activité protéolytique de différentes protéases
est la méthode de la « chute de pH » ou « pH-drop » (Deeslie et Cheryan, 1981). L hydrolyse
non contrblée des protéines se caractérise par une diminution du pH suite a une production de
protons. Ainsi, plus I’activité protéolytique d’une enzyme sur un substrat donné est
importante, plus le pH diminue rapidement. Toutefois, cette méthode ne fournit qu’un apercu

global de I’activité des préparations.
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Il existe deux types de méthodes pour quantifier I’activité protéolytique : celles dosant I’azote
soluble apres digestion de protéines de référence (hémoglobine dénaturée ou caséine
dénaturée) dans des conditions précises de pH et de température (Bjurlin et al., 2002) et celles
dosant des chromophores libérés suite a I’hydrolyse de substrats synthétiques tels que le
NaBenzoyl-L-Arginine Ethyl-Ester (BAEE), le p-Toluénesulfonyl-L-Arginine Méthyl-Ester
(TAME), les substrats couplés a I’Amino-Méthyl-Coumarine (AMC)... (Mullally et al.,
1994 ; Smyth et FitzGerald, 1998). Les substrats synthétiques sont utilisés pour caractériser
une activité endo- ou exoproteasique bien spécifique tandis que les méthodes utilisant des
substrats naturels permettent de mesurer I’activité globale des enzymes (Smyth et FitzGerald,
1998 ; Mullally et al., 1994). Ces derniéres sont souvent préférées du fait que la plupart des

préparations enzymatiques commerciales sont caractérisées par de telles méthodes.

111.1.1.3. Les différentes sources proteiques.

Les protéines les plus souvent hydrolysées sont les protéines de lait (Pihlanto-Leppéld, 2001 ;
Bordenave et al., 2000), les protéines de poissons (Bordenave et al., 2002 ; Guerard et al.,
2002 ; Kristinsson et Rasco, 2000a) et les protéines de soja (Adler-Nissen, 1978 ; Lahl et
Braun, 1994). De nombreuses MPV ont également été utilisées comme substrat protéique. Il
est souvent recommandé d’utiliser des MPV caractérisées par une forte teneur en protéines et
de faibles teneurs en composés antinutritionnels afin d’augmenter I’efficacité d'’hydrolyse des
protéases (Clemente, 2000). En effet, les tanins, les acides phénoliques et les fibres modifient
I’efficacité catalytigue de nombreuses enzymes comme, par exemple, la trypsine et le
lysozyme (Rohn et al., 2002 ; Garcia-Carrefio, 1996 ; Gongalves et al., 1997 ; Nacer et al.,
2004). Ainsi, en regle générale, les protéines végétales utilisées pour la génération
d’hydrolysats proviennent de matiéres premiéres qui ont préalablement été purifiées en

protéines et détoxifiées de leurs composés non-protéiques.

Avant I’étape d’hydrolyse, les substrats protéiques sont souvent traités thermiquement (10 —
30 mn a 90 °C — 100 °C). Ceci permet de dénaturer les protéines et ainsi d’augmenter la
vitesse et I’étendue de I’hydrolyse grace a une meilleure accessibilité des liaisons peptidiques

par I’enzyme (Deeslie et Cheryan, 1981 ; Van der Plancken et al., 2003).

La variabilité de la matiére premiére peut poser des problemes de reproductibilité de la
composition en peptides des hydrolysats et donc des probléemes de reproductibilité des
propriétés recherchées pour I’hydrolysat (Dufossé et al., 2001).
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De méme, les caracteristiques intrinseques d’un isolat donné influencent la réaction
d’hydrolyse. En effet, Henn et Netto (1998) ont montré, suite a I’hydrolyse de treize isolats
commerciaux de protéines de soja se différenciant par I’état de dénaturation des protéines, par
leur pureté et par leur proportion globuline/albumine, des différences dans la réaction
d’hydrolyse, dans la taille et les propriétés fonctionnelles des peptides obtenus. Ainsi, un
substrat protéique de composition stable et reproductible est primordial pour I’obtention de

peptides ciblés.

111.1.2. Les paramétres de I’hydrolyse.

Pour un systeme enzyme/substrat donne, les conditions réactionnelles de I’hydrolyse affectent
considérablement les caractéristiques moléculaires des peptides (Godon, 1996). Les
parameétres d’hydrolyse les plus importants sont la température, les concentrations initiales en

enzyme et en substrat, la durée, le pH et I’étendue de I’hydrolyse (Lahl et Braun, 1994).

111.1.2.1. Le pH.

Le pH modifie, d’une part, I’état d’ionisation des groupements du site actif de I’enzyme
impliqués dans la réaction et dans la reconnaissance du substrat, et modifie, d’autre part, la
distribution de charge et la solubilité du substrat. Ainsi le pH peut, en modifiant le mécanisme
réactionnel, I’affinité enzyme-substrat et I’accessibilité des liaisons peptidiques du substrat
par I’enzyme, modifier significativement la catalyse enzymatique.

Selon le pH de la réaction, les liaisons peptidiques du substrat sont clivées plus ou moins
rapidement. Pour un systeme enzyme-substrat donné, des hydrolysats de DH similaires, mais
obtenus a des valeurs différentes de pH, ne possédent pas des propriétés fonctionnelles
identiques (Adler-Nissen, 1982). A un DH donné, le pH ne semble toutefois pas affecter les
propriétés fonctionnelles des hydrolysats lorsque les hydrolyses sont réalisées a de faibles

ratios enzyme/substrat (Adler-Nissen, 1986).

111.1.2.2. La température.

Lorsque I’influence de la température est observée sur I’activité protéolytique, les résultats

présentent le plus souvent une courbe typique en « cloche » ou en « plateau ». Ce phénoméne,
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caractéristique de toutes les cinétiques enzymatiques, provient de la double influence,
antagoniste, de la tempeérature. D’une part, comme pour toute réaction chimique,
I’augmentation de la température active la cinétique de la réaction. D’autre part, les enzymes,
qui sont des molécules protéiques, sont thermosensibles et donc irréversiblement dénaturées
aux températures élevées. La compétition entre ces deux contributions opposées de la
température a introduit la notion de température optimale. Dans le cadre d’applications
industrielles, le choix de la température est souvent un compromis entre la vitesse de catalyse
et I’inactivation maximale acceptée dans le procédé (Godon, 1996). Les protéases, dans leur
grande majorité, catalysent des réactions pour des températures comprises entre 20 °C et 75
°C mais leur température optimale varie en fonction du pH et du ratio enzyme/substrat
(Constantinides et Adu-Amankwa, 1980).

L’activation et I’inactivation thermique des protéases peuvent généralement étre décrites par

EURT avec k, constante de vitesse (mn™), ko, constante de

I’équation d’Arrhenius, k = koe
vitesse initiale (mn™), Ea, énergie d’activation (J/mol), T, température (°K) et R, constante

des gaz parfaits (8,31 J/mol.K) (Constantinides et Adu-Amankwa, 1980).

111.1.2.3. La concentration initiale en protéines (So) et en enzyme (E0).

Les valeurs de la concentration initiale en protéines (So) utilisées dans les procédés
d’hydrolyse sont trés variables d’une publication a I’autre. Les études cinétiques classiques
sont généralement réalisées a de faibles So (< 20 g/L) alors que les hydrolyses a I’échelle
industrielle sont conduites a des concentrations plus élevées (entre 20 et 200 g/L). Pour Adler-

Nissen (1987), une concentration de 80 g/L est typique.

La concentration initiale en enzyme (E0) est aussi un paramétre important puisque plus elle
est elevée, plus la réaction d’hydrolyse est rapide. Dans un systéme ou I’enzyme est saturée
par le substrat, la vitesse réactionnelle est généralement proportionnelle a la concentration
initiale en enzyme.

Enfin, il a déja été montré que, pour de trés faibles ratios Eo/So, le mécanisme d’hydrolyse
semble différer de celui obtenu pour d’autres ratios Eo/So; en effet, I’enzyme semble

présenter une specificité plus étroite (Gonzalez-Tello et al., 1994a ; Adler-Nissen, 1987) .
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111.1.2.4. Les autres parametres opératoires.

La force ionique et la teneur en eau influencent I’activité enzymatique. Toutefois, les
modifications de I’activité protéolytique engendrées par ces facteurs sont généralement faibles
et, par conséquent, elles sont negligées (Godon, 1996).

Un autre facteur a prendre en compte lors des procédés de protéolyse est le risque de
contamination bactérienne. En effet, les conditions de pH et de température sont souvent
favorables au développement de microorganismes, d’ou I’introduction possible d’agents

pathogenes dans le mélange peptidique (Lahl et Braun, 1994).

111.1.2.5. Le degré d’hydrolyse (DH).

Par hydrolyse de protéines de soja ou de pois avec I’Alcalase, Adler-Nissen (1982) et
Marquez et Fernandez (1998) ont montré qu’a un pH donné, le DH conditionne a lui seul les
propriétés fonctionnelles des hydrolysats et ceci quelles que soient les valeurs de la
température, de So et du ratio Eo/So choisies pour I’hydrolyse et quelle que soit la durée de
I’hydrolyse. Il existe tout de méme quelques contraintes ; I’enzyme doit étre saturée par le
substrat au cours de I’hydrolyse, la température ne doit pas provoquer de changements de
conformation du substrat, et une seule protéase doit étre impliquée dans I’hydrolyse. Ainsi,
pour ces auteurs, le DH (et non la durée) est le meilleur parametre pour contrdler la réaction et
le meilleur indice pour arréter la réaction.

Adler-Nissen (1982) a mis au point une méthode empirique permettant de déterminer les
parameétres influencant les propriétés fonctionnelles de I’hydrolysat a un DH donné. Cette
méthode permet d’optimiser plus facilement les procédés d’hydrolyse, en particulier ceux a
I’échelle pilote, en discriminant les parametres opératoires non significatifs. Cette méthode,
appelée la methode 6(h), est basee sur la comparaison entre une courbe d’hydrolyse obtenue
dans des conditions standard de concentration en substrat, de concentration en enzyme, de
température et de pH, et les courbes d’hydrolyse obtenues pour d’autres conditions

opératoires.

111.1.3. Les méthodes de contrdle de I’hydrolyse.

Le DH permet de caractériser I’étendue de la dégradation hydrolytique des protéines. Comme

expliqué précédemment, il est considére comme étant I’indicateur le plus pratique et le plus
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convenable pour le contrdle des procédés d’hydrolyse (Mahmoud, 1994 ; Adler-Nissen, 1982,
1987). Le DH peut étre détermine :
= soit en quantifiant I’azote non-protéique (méthode a I’acide trichloroacétique (TCA)),
= soit en titrant directement les groupements aminés libérés au cours de I’hydrolyse
(méthode au formol) (Juffs, 1975, cité par Spellman et al., 2003),
= soit en utilisant des composés qui réagissent spécifiquement avec les groupements
aminés pour former des chromophores qu'il est possible de quantifier (méthode a I’acide
trinitrobenzéne sulfonique (TNBS), a la ninhydrine et & I’orthophtaldialdéhyde (OPA)
(Adler-Nissen, 1979 ; Doi et al., 1981 ; Church et al., 1985),
= soit en titrant les protons libérés au cours de I’hydrolyse (méthode du pH-Stat),
= soit en mesurant I’augmentation de I’osmolalité de I’hydrolysat au cours de la réaction

(méthode de I’osmomeétrie).

Selon la méthode utilisée, le DH est défini soit comme étant le ratio entre I’azote non-
protéique et I’azote total, soit comme étant le pourcentage du nombre de liaisons peptidiques
clivées sur le nombre de liaisons peptidiques totales (Mahmoud, 1994).

Ces méthodes different selon leur complexité de mise en oeuvre, leur précision et leur
sensibilite. De plus, les valeurs de DH ne sont pas directement comparables d’une méthode a
I’autre (Spellman et al., 2003 ; Panasiuk et al., 1998). Toutefois, comme cela est montré dans
le tableau B.I11.3, il existe, en régle générale, une bonne corrélation entre les valeurs de DH
obtenues par les différentes méthodes (Panyam et Kilara, 1996 ; Mutilangi et al., 1995).

Tableau B.I11.3 : méthodes de mesure du DH qui ont fait I’objet d’une corrélation entre-elles.

Méthode 1 Méthode 2 Systéme protéine/lenzyme Coefficient R> Référence
pH-Stat TCA Lait/trypsine - Margot et al. (1994)
Lait/alcalase - Boudrant et Cheftel (1976)
TNBS OPA Pois/trypsine 0,96 Panasiuk et al. (1998)
TNBS ninhydrine Pois/trypsine 0,90 Panasiuk et al. (1998)
pH-Stat TNBS Soja/alcalase 0,99 Henn et Netto (1998)
pH-Stat OPA Ovalbumine/(trypsine- 0,98apH 7,5 Van der Plancken et al.
chymotrypsine) 0,99apH8 (2003)
0,99 a pH 8,5
pH-Stat OPA Blanc d’oeuf/(trypsine- 0,95apH 7,5 Van der Plancken et al.
chymotrypsine) 0,98apH8  (2003)
0,984 pH 8,5
pH-Stat TNBS Viande et os/protéase 0,99 Linder et al. (1995)
pH-Stat osmomeétrie Viande et os/protéase 0,90 Linder et al. (1995)
PH-Stat ninhydrine Gruau de blé - Kammoun et al. (2003)

Enfin, d’apres les travaux de Spellman et al. (2003), les méthodes employées sont plus ou

moins bien adaptées selon le systeme enzyme/substrat utilisé. Par exemple, la méthode du pH-
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Stat surestimerait les valeurs de DH lors de I’utilisation d’une exopeptidase et la méthode a

I’OPA serait peu adaptée aux protéines de lait.

111.1.3.1. Méthode au TCA et méthode de la dialyse.

Ces méthodes permettent de caractériser I’étendue de I’hydrolyse en quantifiant I’azote non
protéique libéré au cours de la réaction (Margot et al., 1997). La méthode au TCA s’appuie
sur la quantification de I’azote non-protéique soluble dans une solution d’acide

trichloroacétique. Le DH peut alors étre calculé par la formule suivante :

(Dt - Do) D, :azote non protéique soluble présent dans le substrat non hydrolysé,
(AR Dmax : azote non protéique soluble total apres hydrolyse acide des protéines,
DH (/0) x 100 D; :azote non protéique au temps t (corrigé par la présence de I’azote non
(Dmax - Do) protéique présent dans la préparation enzymatique).

L hydrolyse des protéines dans un sac de dialyse aux pores de taille moléculaire choisie
(généralement 1000 Da) permet la diffusion des petites molécules azotées vers le dialysat. Il
est alors possible de calculer un degré de digestibilité des protéines par I’équation

suivante (Vorob’ev et al., 1996) :

Azote dans le dialysat
Degré de digestibilité (%) = x 100
Azote total

Les méthodes au TCA ou de la dialyse présentent le désavantage de ne pas étre directement
liées a la réaction elle-méme (Adler-Nissen, 1986, 1987).

111.1.3.2. Méthodes au TNBS, a I’OPA et a la ninhydrine.

Ces méthodes se basent sur la mesure des groupements a-aminés libérés au cours de
I’hydrolyse et elles permettent ainsi de déterminer le nombre de liaisons peptidiques clivées
(Adler-Nissen, 1987). Le degré d’hydrolyse est alors calculé comme étant le nombre de

liaisons peptidiques clivées (h) sur le nombre total de liaisons peptidiques ().

h

% 100 h : nombre de liaisons peptidiques clivées, méqv/g protéine

05) =
DH (%) hwt : nombre total de liaisons peptidiques, méqv/g protéine

htot
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Le nombre total de liaisons peptidiques par unité de masse, hyt, pour une protéine donnée,
peut étre calculé suivant sa composition en acides aminés. Pour la majorité des protéines
alimentaires, la masse molaire moyenne des résidus acides aminés est de I’ordre de 125
g/mole, ce qui donne un hy: d’environ huit équivalents par kg de protéines (calculé en azote
Kjeldahl, N x 6,25) (Novo Enzymes ; Adler-Nissen, 1987). Les valeurs précises de hy pour

un certain nombre de protéines alimentaires communes sont données dans le tableau B.111.4.

Tableau B.111.4 : facteur de conversion Kjeldahl et nombre de liaisons peptidiques pour différentes protéines
alimentaires (Novo Enzymes, 1988 ; * : Rozan et al., 1997).

Protéine Facteur de conversion hyt €n meqv / g,
Kjeldahl, fy (N x fy)
Caséine 6,38 8,2
Viande 6,25 7,6
Muscle de poisson 6,25 7,3
Blanc d’ceuf 6,25 8,0
Gélatine 5,55 11,1
Farine, concentrat et isolat de soja 6,25 7.8
Graine de coton 6,25 7,6
Protéines de blé 57 8,3
Tourteau de colza * 6,25 8,0

Les groupements a-aminés sont quantifiés par spectrophotométrie aprés réaction avec le
réactif d’intérét (TNBS, OPA ou ninhydrine). La figure B.I11.2 présente la réaction du TNBS

avec les groupes a-aminés et la formation du chromophore.

N}oz/:NHZ‘ NO,
ON @}@ogﬁ _ , ON QNH' +S0& + H'
N02 NOZ

Figure B.I11.2 : réaction du TNBS avec un groupe a-aminé et formation du chromophore (Adler-Nissen, 1979).

La méthode a I’OPA est une méthode fluorimétrique trés sensible qui présente I’avantage
d’étre simple et rapide. Cependant, une certaine variabilité de I’intensité de fluorescence et la
faible stabilité des dérivés produits sont les principaux désavantages de cette méthode. L’OPA
présente aussi I’inconvénient de ne réagir que faiblement avec la cystéine et de ne pas réagir
avec la proline (Silvestre, 1997).

La méthode a la ninhydrine est aussi une méthode tres sensible mais elle possede beaucoup de
désavantages ; la ninhydrine est sensible a I’oxygene, I’ammoniaque interfere, la valeur du

blanc est souvent tres élevée et la méthode est longue (Silvestre, 1997).

54



Etude bibliographique Protéolyse enzymatique : procédés, modélisation

La méthode au TNBS n’est pas influencée par la nature des protéines et de I’enzyme mais elle
requiert de longues étapes d’incubation (1 h) et de refroidissement (30 mn) (Spellman et al.,
2003). Le manque de réactivité du TNBS a I’encontre de la proline et de I’hydroxyproline
ainsi que la capacité du TNBS a réagir avec le groupe e-aminé de la lysine sont responsables

d’une Iégére déviation des valeurs de DH (Silvestre, 1997).

111.1.3.3. Méthode du pH-Stat.

La technique du pH-Stat est basée sur le maintien du pH constant par titration continue et

automatique des protons libérés au cours de I’hydrolyse (figure B.111.3).

o o ) protéase
Quverture de la liaison peptidique : -CHR-CO-NH-CHR’- + H,0 » -CHR-COOH + NH,-CHR’
Echange de proton : -CHR-COOH + NH,-CHR’ ——» -CHR-COO- + NH,*-CHR’
Titration des groupes aminés : NH,*-CHR’ + OH" > NH,-CHR’ + H,0O

Figure B.I11.3: hydrolyse d’une liaison peptidique par catalyse enzymatique et principe du pH-Stat (Novo
Enzymes, 1988).

La relation entre le DH et la consommation de base est donnée par I’équation qui suit, le
degré moyen de dissociation des groupements a-aminés étant fonction du pH et de la

température de la réaction (Adler-Nissen, 1982, 1987).

B : consommation de base (mL)

B x Ny N, : normalité de la base (N)
DH (%) = ——  x 100 a :degré moyen de dissociation de groupements a-aminés
ax Mp x h hiwt : nombre total de liaisons peptidiques du substrat protéique
tot

(méqv/g protéines)
Mp : masse de protéine (N x facteur de Kjeldahl) (g)

La méthode du pH-Stat a I’avantage d’étre utilisable en continu et donc de permettre un suivi
direct des cinétiques d’hydrolyse. Cependant, les valeurs de DH obtenues par cette méthode
sont relatives et doivent étre vérifiées par d’autres méthodes (Van der Plancken et al., 2003 ;
Godon, 1996). C’est la méthode la plus employée dans I’industrie parce qu’elle est connue
pour sa haute reproductibilité et ses propriétés non dénaturantes (Diniz et Martin, 1996).

Le pH joue un réle important dans la calibration de la méthode. En effet, Van der Plancken et
al. (2003) ont établi trois calibrations différentes, a trois pH différents, entre la méthode du
pH-Stat et celle a I’OPA (tableau B.I11.3).
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I111. 1.3.4. Méthode de I’osmométrie.

En mesurant I’abaissement du point de congélation de la solution protéique au cours de
I’hydrolyse, I’utilisation de la conductivité couplée a I’osmolalité d’une solution permet
d’obtenir une rapide estimation du DH. Bien qu’elle soit tres efficace, cette méthode est trés

rarement utilisée (Adler-Nissen, 1987). Le DH est calculé grace a I’équation suivante :

AC : variation de I’osmolalité (milli-osmole)
AC x (100 - D) o : coefficient osmotique
DH (%) = x 100 So :concentration en protéines (%)
S0 x ® x hit x 1000 D :taux de matiére séche (%)

111.1.4. Les procédés de mise en ceuvre de I’hydrolyse.

Les hydrolyses a I’échelle industrielle ou pilote sont généralement réalisées en réacteur
discontinu (Lahl et Braun, 1994). En regle générale, les hydrolysats produits a I’échelle
industrielle possedent des caractéristiques similaires a ceux produits a I’échelle laboratoire
(Cai et al., 1996). Les réacteurs discontinus présentent plusieurs désavantages qui peuvent

étre, en partie, limités par I’utilisation de réacteurs continus.

111.1.4.1. Réacteurs discontinus.

Les réacteurs discontinus sont des procédés lents avec des rendements faibles et colteux
puisque I’enzyme n’est pas réutilisée et la quantité d’enzyme utilisée est généralement élevee
(Chiang et al., 1999 ; Deeslie et Cheryan, 1981). De plus, ils nécessitent, en fin de réaction,
une étape d’inactivation de I’enzyme, soit en portant le mélange réactionnel a une température
élevée afin de dénaturer thermiquement la protéase, soit en ajustant les conditions de pH et de
température aux valeurs pour lesquelles la protéase se dénature, soit en éliminant les enzymes
de I’hydrolysat par des méthodes de filtration ou d’ultrafiltration, soit encore en ajoutant un
inhibiteur de la protéase utilisée (Lahl et Braun, 1994 ; Simpson et al., 1998). Ces traitements
sont également codteux.

Les produits générés par ce type de réacteur ne sont pas homogenes en taille. Si I'objectif de
I'nydrolyse est d'obtenir des petits peptides, I’hydrolyse multi-enzymatique permet
d’améliorer le procédé. En effet, par sélection d’une combinaison appropriée d’enzymes

possédant des profils d’activité complémentaires, il est possible de moduler la quantité et la
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diversité des peptides de faible masse molaire présents dans I’hydrolysat (Gilmartin et Jervis,
2002). L’utilisation de systemes faisant intervenir plusieurs enzymes augmente les
rendements en réduisant I’effet de spécificité des enzymes (Lacroix et al., 1983a, 1983b ;

Morato et al., 2000).

111.1.4.2. Réacteurs continus.

Parmi les réacteurs continus mis en ceuvre pour hydrolyser des protéines, les plus utilisés sont
les réacteurs a membrane, c'est-a-dire couplés a une unité d’ultrafiltration, et les réacteurs a

enzymes immobilisées. 1ls sont respectivement schématisés dans les figures Blll.4 et B.111.5.

isolat protéique

base
eau régulateur dul- -
v o
1
réservoir , < rétentat
d'alimentation : *
A |
Y I unité
d'ultrafiltration débimetre
(enzypie)

| — hydrolysat
réservoir de mélange réactionnel

refroidissement

|

A

| —
préfiltre
réacteur
J d'hydrolyse perméat =
 —

Figure B.111.4: schéma d’un procédé d’hydrolyse utilisant un réacteur couplé a une unité d’ultrafiltration
(Deeslie et Cheryan, 1981).
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filtre > d'endopeptidases d'exopeptidases

Figure B.111.5 : exemple d’un procédé en continu pour I’hydrolyse de protéines alimentaires avec des enzymes
immobilisées (réacteur en colonne), développé par Ge et al. (1996) pour I’hydrolyse intensive de caséine.
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Dans les procédés a réacteur a membrane (figure B.I11.4), la réaction d’hydrolyse s’effectue
dans un réacteur a pH et température constants ; une partie du mélange réactionnel est alors
dirigée a débit constant vers une unité d’ultrafiltration. Les petits peptides et acides aminés
sont séparés du mélange réactionnel en passant a travers la membrane et se retrouvent dans le
perméat, tandis que les molécules ne traversant pas la barriere membranaire (protéines
partiellement hydrolysées et protéase) sont redirigées vers le réacteur. Un systeme régule alors
le volume du mélange réactionnel du réacteur par ajout de substrat frais afin d’étre a volume
constant dans le réacteur.

Par rapport aux réacteurs discontinus, les réacteurs & membrane permettent d’augmenter
I’efficacité d’utilisation de I’enzyme (recyclage), d’augmenter la productivité (quantité de
I’hydrolysat / quantité d’enzyme) du réacteur (de 10 a 20 fois) et d’obtenir des produits
peptidiques relativement uniformes en taille moléculaire (Perea et Ugalde, 1996 ; Cheryan et
Deeslie, 1983 ; Deeslie et Cheryan, 1981).

Pour ce type de réacteur, il est souvent observé, d’une part, un colmatage progressif de la
membrane d’ultrafiltration di a I’augmentation continuelle, dans le réacteur, de polypeptides
de hautes masses molaires non hydrolysables (Belhocine et al., 2000 ; Perea et Ugalde, 1996)
et, d’autre part, une diminution de I’activité du réacteur due a une fuite de I’enzyme a travers
la membrane (jusqu’a ~ 25 %) et a une dénaturation de I’enzyme lorsque celle-ci s’adsorbe
sur la membrane (Lin et al., 1997 ; Perea et Ugalde, 1996 ; Boudrant et Cheftel, 1976). Cette
diminution dépend, en fait, des types d’enzyme et de membrane utilisés puisque, par exemple,
Prevot-D’Alvise et al. (2004) n’ont observé ni fuite ni perte d’activité de I’enzyme lors de
I’hydrolyse de protéines de luzerne dans un réacteur a membrane.

Les procédés membranaires sont particulierement intéressants pour la production de peptides
biologiquement actifs (Prevot-D’Alvise et al., 2004 ; Bordenave et al., 1999, 2000) et
d’hydrolysats hypoallergéniques (Lin et al., 1997). Le degré d’hydrolyse, la spécificité de
I’enzyme et le seuil de coupure de la membrane d’ultrafiltration sont les principaux facteurs

dictant la composition de I’hydrolysat (Chiang et al., 1999).

Dans les procédés a réacteur a enzymes immobilisées, la réaction a lieu dans une colonne
perfusée par un courant de réactif (substrat protéique) dans laquelle les enzymes sont
immobilisées par liaisons covalentes, ioniques ou par adsorption sur des supports naturels ou
synthétiques (silice, agarose, polyamides...). Le produit de la réaction est entrainé au fur et a
mesure de sa formation en dehors de la colonne. Plusieurs réacteurs successifs peuvent étre

installés comme illustré dans le schéma de la figure B.111.5 (Pelmont, 1995). Les réacteurs a

58



Etude bibliographique Protéolyse enzymatique : procédés, modélisation

enzymes immobilisées sont de plus en plus utilisés pour leur productivité élevée et une bonne
rentabilité mais ils restent encore peu developpés dans I’industrie (Tardioli et al., 2003 ;
Ferreira et al., 2003). Cependant, deux inconvénients de ces réacteurs sont bien identifiés ;
tout d’abord, les enzymes peuvent partiellement perdre leur activité protéolytique lors de leur
immobilisation ou lors de la réaction (dénaturation, problémes stériques et/ou probléemes de
limitation diffusionnelle du substrat) et, par ailleurs, le support se colmate (Coutouly, 1991 ;
Shah et al., 1995 ; Ge et al., 1996).

I.2. MODELISATION DE L’HYDROLYSE DANS DES REACTEURS
DISCONTINUS.

Les procedés d’hydrolyse de protéines requierent un certain contrdle afin d’obtenir, de
maniere reproductible, des hydrolysats ou des peptides possédant les propriétés d’intérét
(Ravallec-PIé et Van Wormhoudt, 2003). Les modéles simulant les cinétiques d’hydrolyse
sont des outils intéressants pour ce controle (Hardwick et Glatz, 1989). Ils permettent de
prédire I’influence des parameétres opératoires sur I’hydrolyse (Adler-Nissen, 1978).
Cependant, la protéolyse est un processus a multiples substrats puisqu’elle implique, d’une
part, I’hydrolyse de multiples liaisons peptidiques de réactivités différentes et, d’autre part, le
démasquage de ces liaisons peptidiques. Ainsi, le substrat est hydrolysé par une succession de
réactions qui s’effectuent soit en série, soit en parallele (Adler-Nissen, 1987). D’autres
phénoménes comme I’inhibition de I’enzyme par les produits d’hydrolyse, par le substrat, par
des inhibiteurs de protéase ou par des molécules non-protéiques ou, encore, I’inactivation de
I'enzyme, rendent ces reactions d’hydrolyse tres complexes.

Dans cette partie, nous ne nous intéresserons qu’aux réacteurs discontinus.

111.2.1. Mécanismes de type « zipper » ou de type « one-by-one ».

La protéolyse peut s’effectuer soit séquentiellement, c'est-a-dire protéine par protéine,
générant ainsi des hydrolysats composés de protéines natives et de petits peptides, soit
simultanément sur I’ensemble des protéines du mélange réactionnel entrainant la formation de
longs peptides intermédiaires et de petits peptides. Ces deux types de mecanisme, schématisés
dans la figure B.II1.6, sont respectivement appelés de type «one-by-one » et de type

« zipper » (Panyam et Kilara, 1996 ; Adler-Nissen, 1987).
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type "one-by-one" type "zipper"
Q : protéine native
lente rapide
|:| : protéine dénaturée
|:| - : peptide de petite taille moléculaire
%(l rapide g;;(l rapide mmmm : peptide de grande taille moléculaire
— I I  polypeptide intermédiare
] |
: attaque enzymatique
=o| rapide %Q<VL lente S q y q
oy = -
mm = —-—
- -

Figure B.I11.6 : schémas des mécanismes de type one-by-one et de type zipper (tiré de Adler-Nissen, 1976).

D’un point de vue qualitatif, la composition des hydrolysats protéiques varie en fonction du
mécanisme d’hydrolyse, du degré d’hydrolyse et de la solubilité du substrat. Les différentes
compositions possibles sont schématisées dans le tableau B.111.5. A faible degré d’hydrolyse,
la composition des produits d’hydrolyses varie fortement entre les deux types de mécanismes.
En conséquence, les propriétés fonctionnelles différent selon le type de mécanisme impliqué

lors de la protéolyse (Adler-Nissen, 1976).

Tableau B.I11.5 : composition qualitative des hydrolysats protéiques en fonction du mécanisme d’hydrolyse, du
degré d’hydrolyse et de I’état de solubilité du substrat (Adler Nissen, 1976).

degré d'hydrolyse

type "zipper" : polypeptide intermédiare

mécanisme solubilité faible élevé
O= =™ -
soluble - N a gy O : protéine native
m(Om "= om
type "one-by-one" EE : protéines dénaturées agrégées
insoluble % O A m  Peptide de trés petite taille moléculaire
- : peptide de petite taille moléculaire
Emm . - -
soluble [ o e mmmm  peptide de grande taille moléculaire
-m
L, [ ]
I

: résidus insolubles aprés une hydrolyse prolongée

I
insoluble I
= = A

D’un point de vue cinétique, la protéolyse peut étre simplifiée en un processus en deux étapes,
incluant le démasquage des liaisons peptidiques (Bn,) dans la premiére phase et I’hydrolyse
des liaisons démasquées (Bgy) dans la seconde phase (Vorob’ev et al., 1986, 1996) :

kq : constante de démasquage,
Ky K ky : constante de vitesse des liaisons peptidiques démasquées,
Bm Bq N Bn : liaisons peptidiques masquées,
By : liaisons peptidiques démasquées,
N : azote aminé, produit de la réaction.
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Le ratio kg/kn est le parameétre cinétique qui décrit I’influence de I’étape de démasquage sur
I’ensemble du processus d’hydrolyse. Une faible valeur de ky/ky, est attribuée au mécanisme
« one-by-one » tandis qu’une valeur élevée de kq/kn indique une protéolyse de type « zipper »
(Vorob’ev et al., 1996).

Selon le systeme enzyme/substrat, le type de mécanisme prédominant differe. Par exemple,
I’hydrolyse des protéines de gluten de mais par cing protéases différentes suit un mécanisme
de type « one-by-one » (Behnke et al., 1989) tandis que celui des protéines de soja par la
bromélaine et la pomiférine est de type « zipper » (Molina Ortiz et Wagner, 2002 ; Ortiz et
Afidn, 2000). Cependant, dans la plupart des cas, la protéolyse est régulée par les deux types
de mécanisme (Adler-Nissen, 1976 ; Ortiz et Afion, 2000). De plus, Vorob’ev et al. (1986)
ont également mis en évidence que le type de mécanisme differe selon la concentration

initiale en substrat.

En régle générale, les protéines de plantes sont plus « résistantes » a I’action hydrolytique des
enzymes par rapport aux protéines d’origine animale (\Vorob’ev et al., 1996).

La susceptibilité a I’hydrolyse de diverses globulines 11-12S natives a été caractérisée en
utilisant différentes enzymes (trypsine, subtilisines, pronase E). Il a été montré que la
dégradation enzymatique de ces protéines est tres limitée (Godon, 1996 ; Adler-Nissen, 1976).
La structure globulaire et compacte des globulines est a I’origine d’une telle dégradation. En
effet, seuls les polypeptides acides hydrophiles et localisés a la surface de la molécule sont
clivés lors de I’action protéolytique (Van der Plancken et al., 2003 ; Adler-Nissen, 1976). Le
type de protéine végétale considére est egalement important. En effet, Ortiz et Afion (2000)
ont montré que les protéases clivent préférentiellement les albumines 7S aux globulines 11S

du soja, et que les albumines subissent une dégradation plus importante que les globulines.

111.2.2. Modéles empiriques et phénoménologiques de la protéolyse.

Il existe différents types de modele classes selon leur structure ou I’objectif défini. Quel que
soit le modéle utilisé, il est admis que, dans un réacteur discontinu agité et thermostate, le
mélange réactionnel est homogeéne, c'est-a-dire que les variations de concentration en enzyme,
de concentration en substrat, de température et de pH dans le mélange sont modérées ou

négligeables. Les concentrations en substrat ou en produit dans les équations de vitesse sont
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généralement exprimées soit en fonction du nombre de liaisons peptidiques clivables soit en
fonction du DH (Sousa et al., 2004).

L’equation bilan du substrat dans un bioréacteur discontinu est alors de la forme :

So : concentration initiale en substrat dans le réacteur
_J‘ Sf dS :J‘ r_dt Sf : concentration finale en substrat dans le réacteur
r : vitesse de la réaction
So 0 tf : temps final de la réaction

111.2.2.1. Généralités sur les modeéles.

Un modeéle est une description mathématique d’un processus permettant de simuler son
comportement et de prédire son évolution. Les deux types de modeles les plus rencontrés sont
les modeles comportementaux et les modéles phénomenologiques.

Le modele comportemental, aussi appelé empirique ou de type « boite noire », se limite a
reproduire un comportement sans analyse du processus ayant généré les données. Il apporte
peu de renseignements sur les principaux phénomenes accompagnant le processus. Sa
structure ne prétend en rien correspondre a celle du processus étudié, ne suscitant donc pas de
connaitre les unités des parametres. Ce type de modeéle utilise, en général, des séries de
fonctions simples ou des polynémes du second degré. Enfin, sa capacité de prédiction est
limitée et restreinte au domaine d’identification des parametres.

A [I’inverse, le modéle phénoménologique, basé sur la connaissance, reproduit un
comportement apres une analyse rigoureuse des phénomenes et facteurs accompagnant le
processus. Il s’établit sous la forme de bilans mettant en jeu les grands principes de la
physique (cinétique, thermodynamique, transfert...). Ce type de modeéle est basé sur la prise
en compte des processus limitants aprés identification de la valeur physique des différents
coefficients.

De par la complexité de son mécanisme réactionnel, la protéolyse est plus souvent modélisée

a partir de modéles empiriques ou contrdlée a partir d’abaques (Margot et al., 1997).

111.2.2.2. Abaques du contrdle de I’hydrolyse.

Plusieurs travaux ont mis en évidence une relation linéaire entre le DHt (DH a un temps
donné) et le logarithme de la concentration initiale en enzyme. Cette relation a été retrouvee
lors de I’hydrolyse de protéines de crustacé (Baek et Cadwallader, 1995 ; Simpson et al.,
1998), de poisson (Kristinsson et Rasco, 2000a ; Guérard et al., 2001 ; Guerard et al., 2002) et
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de blé. Baek et Cadwallader (1995) ont également trouvé une relation linéaire entre le
logarithme du DHt et le logarithme de la quantité de protéase pour les systémes protéines
d’écrevisses — papaine ou bromélaine.

Ces relations, retrouvées pour différentes protéases sur un méme substrat, permettent de
comparer les enzymes selon leur efficacité catalytique et, ainsi, selon un critere de colt. En
effet, de tels abaques permettent de calculer la quantité d’enzyme nécessaire pour atteindre un
DHt donné (Kristinsson et Rasco, 2000a).

111.2.2.3. Modéles comportementaux de la protéolyse.

La méthode des surfaces (response surface methodology ou RSM) est une méthode souvent
retenue pour contréler le processus de I’hydrolyse de protéines comme cela a été réalisé pour
des protéines de poisson (Baek et Cadwallader, 1995 ; Diniz et Martin, 1996) ou pour des
protéines de viande/os (Linder et al., 1995). Cette méthode comprend un ensemble de
procédures mathématiques et statistiques qui sont utilisées pour étudier les relations entre une
réponse (variable dépendante: DH, solubilité azotée...) et les facteurs de I’hydrolyse
(variables indépendantes correspondant aux parametres réactionnels). Cette méthode génére
des modeles mathématiques qui permettent de simuler I’influence des parametres opératoires

sur le DH et d’optimiser ces parametres pour atteindre un DH donne.

Le tableau B.I11.6 présente quelques modéles empiriques trouvés dans la littérature. Ces
modeles comportent généralement entre deux et quatre parametres a identifier. Certains
modeles empiriques expriment la vitesse d’hydrolyse en fonction du temps (modeles 1 et 2)
tandis que d’autres I’expriment en fonction de la quantité d’azote soluble (modéles 3 et 4).
Les fonctions les plus courantes sont de type inverse (modeles 1 et 3) ou de type exponentiel
(modeles 2 et 4). Le modele 4, developpé par Gonzélez-Tello et al. (19944, 1996), a été utilisé
avec succes pour modéliser la cinétique d’hydrolyse de divers systemes enzyme/substrat
(Marquez et Vazquez, 1999 ; Gonzélez-Tello et al., 1994a ; Margot et al., 1997 ; Linder et al.,
1995 ; Moreno et Cuadrado, 1993).

En regle générale, les valeurs modélisées par des modeles comportementaux entrainent des
déviations par rapport aux données expérimentales (Margot et al., 1997). Par exemple, chaque
modeéle présenté dans le tableau B.111.6 simule plus ou moins correctement les cinétiques
suivant les conditions réactionnelles et les phénomeénes susceptibles d’étre impliqués ; les

modeéles 1 et 3 simulent convenablement les hydrolyses ou I’enzyme est inhibée par les
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produits d’hydrolyse alors que le modéle 4 simule avec précision les hydrolyses ou I’enzyme

est inactivee par dénaturation thermique.

Tableau B.111.6 : quelques modeles empiriques simulant I’hydrolyse enzymatique (Margot et al., 1997).

Modele empirique N°
dXx didy
_—= + as 1
dt  (a+1)?
dXx
d— = aya,exp(-ast) + azazexp(-ast) 2
t
So dX ~ a;S0(as — X) 3
Eodt  a,+ S0(a — X) + 28550,(X — X0)(a — X)
dXx Eo ) A
—=a exp(-a
dt ' 502 ?

X : fraction d’azote soluble; t : temps ; a; : paramétres i du modéle ; So : concentration initiale en substrat ; Eo :
concentration initiale en enzyme.

111.2.2.4. Modéles phénoménologiques de la protéolyse.

Bien que les modéles traitant de la protéolyse soient majoritairement empiriques, quelques
auteurs se sont intéressés a I’élaboration de modéles phénoménologiques. Mais la complexité
des phénomeénes recensés implique souvent d’importantes hypothéses simplificatrices pour
permettre une résolution analytique des equations différentielles élaborées.

En regle générale, les cinétiques d’hydrolyse sont caractérisées par une vitesse initiale élevée
suivie d’un ralentissement rapide de la vitesse d’hydrolyse. Les courbes d’hydrolyse ont, en
regle générale, une allure asymptotigue (Adler-Nissen, 1978). Les modeéles
phénoménologiques sont, pour la plupart, basés sur le schéma réactionnel de Michaelis-
Menten (Postolache et Oncescu, 1989) :

E : enzyme
Ky ks S : substrat
E+S ?} ES > E+P ES : complexe enzyme-substrat
-1 P : produit
k1, ka, ko1, ko constantes de vitesse

A I’état stationnaire, dans un réacteur discontinu, il en résulte I’équation suivante :

K : constante de Michaelis-Menten (quantité/volume)
dp Vm. S ki + ko Vwm : vitesse maximale (quantité/(volume.temps))
—= avec Ky=———— et Vy=k;.Ep S : concentration en substrat (quantité/volume)
dt Km+3S ki P : concentration en produit (quantité/volume)

E, : concentration initiale en enzyme (quantité/volume)

64



Etude bibliographique Protéolyse enzymatique : procédés, modélisation

La constante de saturation, Ky, refléte I’inverse de I’affinité de I’enzyme sur le substrat. Pour
une enzyme donnee, la vitesse maximale, V, et la constante Ky, different selon la nature du
substrat et selon le pH et la température de la réaction (Sousa et al., 2004 ; Driou et al., 1985 ;
Constantinides et Adu-Amankwa, 1980). Par exemple, Sousa et al. (2004) ont montré, par
hydrolyse de protéines de lait avec I’Alcalase, que k, et Ky diminuent lorsque le pH
augmente. La valeur de Km pour les systemes enzyme/protéine se situe généralement entre 2
et 10 g/L (Adler-Nissen, 1978, 1987). Si la concentration initiale en substrat est environ 10
fois supérieure & Km (généralement So > 40 — 80 g/L), I’enzyme est saturée par le substrat
tout au long du processus d’hydrolyse (Adler-Nissen, 1987 ; Mutilangi et al., 1995).

Le rapport ko/Ku (ka=Vu/E0) refléte la spécificité de I’enzyme envers un substrat donne et, en
conséquence, est considéré comme étant le meilleur parameétre pour comparer I’efficacité des

enzymes a I’égard de divers substrats (Postolache et Oncescu, 1989 ; Pelmont, 1995).

La diminution de la vitesse d’hydrolyse en fonction du temps peut étre attribuée a differents
phénomenes tels que I’inhibition de I'enzyme par les peptides formés ou par le substrat,
I’inactivation de I’enzyme par autolyse ou par deénaturation thermique, la limitation du
nombre de liaisons peptidiques disponibles (Margot et al., 1997 ; Constantinides et Adu-
Amankwa, 1980 ; Guerard et al., 2002).

* Inhibition de I’enzyme par exces de substrat.

Selon la théorie de Michaelis-Menten, la vitesse de la réaction enzymatique augmente avec la
concentration initiale en substrat pour devenir maximale a partir d’une certaine concentration
de ce dernier. Une diminution de la vitesse aux concentrations élevées en substrat révéle une
inhibition de I’enzyme par excés de substrat. Ce phénomeéne a été observé lors de I’hydrolyse
de protéines de coton par différentes protéases (Arzu et al., 1972), de protéines de soja et de
poisson par la Pronase (Driou et al., 1985 ; Deeslie et Cheryan, 1981), de I’hémoglobine par
la trypsine (Shi et al., 2004). En regle genérale, I’inhibition par le substrat est visible pour des
concentrations initiales en substrat supérieures a 10 % (p/v) mais dans le cas des travaux de
Deeslie et Cheryan (1981), I’enzyme est inhibée a partir d'une concentration initiale en
substrat de 1 - 2 % (p/v).
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* Inhibition de I’enzyme par les molécules non-protéiques du substrat.

Quelques travaux ont mis en évidence I’existence d’inhibiteurs de protéase a sérine dans
certaines matiéres protéiques comme le lait ou le colza (Gonzéalez-Tello et al., 1994 ; Vioque
et al., 2001). Cette inhibition dépend de I’enzyme employée puisque, par exemple, les
inhibiteurs du colza inhibent I’ Alcalase mais n’inhibent pas la Flavourzyme. Ces inhibiteurs
(I) se combinent trés rapidement avec I’enzyme (E), de maniere irréversible (E + | — EI),
diminuant alors la quantité d’enzyme active. D’autres composants non protéiques comme, par
exemple, certains composants lipidiques (triglycerides, phospholipides), sont capables
d’inhiber les protéases de maniére compétitive ou non compétitive (E + | <=> EIl)
(Constantinides et Adu-Amankwa, 1980).

* Modification du substrat protéique.

Pour certains auteurs, la protéolyse serait le résultat d’un clivage rapide des liaisons
peptidiques sensibles a I’hydrolyse lors d’une premiére phase et d’un clivage plus lent des
liaisons peptidiques moins sensibles lors d’une seconde phase (O’Meara et Munro, 1984 ;
Vorob’ev et al., 1987a, 1987b). Adler-Nissen (1978) a montré, lors de I’hydrolyse d’un
concentrat de protéines de soja avec I’Alcalase, que la diminution de la vitesse d’hydrolyse
serait plut6t liée a une différence de réactivité des liaisons peptidiques a I’encontre de la
protéase : les liaisons peptidiques seraient clivées des plus réactives au moins réactives. Ainsi,
la diminution de la vitesse réactionnelle se refléte par une diminution de Vy (ou de I’efficacité
catalytique de I’enzyme) au cours de I’hydrolyse (Vorob’ev et al., 1987b).

Dans les travaux d’Adler-Nissen (1978), Km reste constant. Toutefois, certaines études ont
montré que les peptides générés sont caractérisés par des valeurs de Km plus faibles que celle
du substrat originel. Il existerait alors une sorte de compétition pour I’enzyme entre le substrat
originel et les peptides, sachant que ces derniers sont continuellement produits a partir du
premier (Adler-Nissen, 1987 ; Mutilangi et al., 1995).

L allure des courbes d’hydrolyse a également été expliquée par des phénomeénes d’adsorption
enzyme/substrat. Par hydrolyse de protéines insolubles de lait, Mutilangi et al. (1995) ont
montré que la vitesse réactionnelle est limitée par un tel phénomene. Dans ce cas, la vitesse
initiale (Vo) est une fonction puissance de Eo/So: Vo = k (Eo/So)", avec k, constante de

vitesse et n < 1.
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* Inhibition de I’enzyme par les produits de I’hydrolyse.

Mar Yust et al. (2004) ont montré que certains hydrolysats de protéines de colza obtenus avec
I’Alcalase inhibent la pepsine. Plusieurs travaux ont mis en évidence I’existence d’une
inhibition compétitive de I’enzyme par certains petits peptides continuellement produits au
cours de I’hydrolyse (Boudrant et Cheftel, 1976 ; Sousa et al., 2004 ; Perea et Uglade, 1996).
Les cinétiques d’hydrolyse de protéines de lait, de mais ou de blé par I’Alcalase ou la
Neutrase ont déja été modélisées avec succes par I’équation de Michaelis-Menten présentant
une inhibition compéetitive par les produits d’hydrolyse (Kammoun et al., 2001 ; Sousa et al.,
2004 ; Hardwick et Glatz, 1989).

D’autres types d’inhibition ont été observés. Par exemple, Kammoun et al. (2003) ont mis en
évidence une inhibition compétitive-incompétitive de la Neutrase lors de I’hydrolyse de
protéines de blé. Leurs travaux ont montré que les peptides finaux de faible taille moléculaire

(<1000 Da) sont ceux qui participent le plus a ce phénomeéne d’inhibition.

* Autolyse de I’enzyme.

L’autolyse de I’enzyme est un phénoméne souvent mis en évidence dans la protéolyse
enzymatique (Margot et al., 1996). De nombreux mécanismes d’autolyse ont été proposés
(Sadana, 1986). Ceux-ci different selon le type de protéase et different méme entre les
protéases d’un méme type (Chen et al., 2003). La plupart des études ont tout de méme été
réalisées sur des protéases a sérine comme la chymotrypsine ou les subtilisines (Bodi et al.,
2001 ; Kunitz et Northrop, 1934, cité par Sadana, 1986 ; Stoner et al., 2004 ; Chen et al.,
2003).

Le modéle d’autolyse le plus classiquement proposé s’appuie sur la description d’une protéase
résistante a la protéolyse sous sa forme native tandis que, sous sa forme dépliée ou
partiellement dépliée, cette derniére est susceptible d’étre dégradée par une protéase native
(Markert et al., 2001). Il en résulte le schéma réactionnel suivant (Kunitz et Northrop, 1934 ;
Stoner et al., 2004) :

Ea : enzyme active
k1 Ea . Ed : enzyme dépliée
Ea «<——> Ed ——> 2fragments d'enzyme + Ea k1, k-1 : constantes de vitesse
k-1 k2 k2 : constante d’inactivation
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La premiére étape implique un équilibre entre I’état natif et I’état déplié de la protéase et la
seconde étape decrit I’autolyse. La relation entre la population d’enzyme native et celle
dénaturée est décrite par la constante d’équilibre Kgepiiement €gale a la concentration d’enzyme
native divisée par la concentration d’enzyme dépliee. Kgspliement €St 1i€ a I’énergie libre de
dépliement de la protéase, AGgepliement, Par I’équation suivante :

AGggpliement, = —R.T.In Kgepliement, OU R est la constante des gaz parfaits et T est la température
absolue (Stoner et al.,, 2004). La vitesse d’autolyse est fonction de la stabilité
thermodynamique de la protéase et de son efficacité catalytique. Ainsi, la vitesse d’autolyse
augmente avec la température (Chen et al., 2003 ; Yang et al., 1996). De plus, le phénoméne
d’autolyse est favorisé a des concentrations d’enzyme élevées ou a des ratios Eo/So élevés
(Diniz et Martin, 1996).

Le mécanisme précédent peut étre plus complexe lié a la présence d’autres phénomeénes. En
effet, Boudrant et Cheftel (1976) ont souligné le réle protecteur du substrat a I’encontre de
I’autolyse de I’enzyme ; Gonzélez-Tello et al. (1994a) et Moreno et Cuadrado (1993) ont
supposé que I’enzyme s’autolyse lorsque cette derniére est complexée avec le substrat ; Chen
et al. (2003) ont montré que certains fragments polypeptidiques issus de I’autolyse de la
protéase sont toujours actifs ; enfin, Yang et al. (1996) et Kawamura et al. (1981) ont utilisé
un schéma réactionnel comprenant des effets d’autolyse et de dénaturation thermique de

I’enzyme :

Ko E : enzyme sous la forme native
E «— EL——H E1 : enzyme réversiblement dénaturée partiellement inactive
Ed : enzyme irréversiblement dénaturée et complétement inactive
k1 : constante de vitesse de dénaturation

kd : constante de vitesse de digestion

Ko et Kp : constantes d’équilibre

Kp kd
E+El «— EEl —> E+fragments d'enzyme

* Dénaturation thermique, chimique ou meécanique de I’enzyme.

Les protéases sont sensibles a la température, au pH et aux forces de cisaillement (Diniz et
Martin, 1996 ; Ghadge et al., 2003 ; Shi et al., 2004). Ces paramétres sont connus pour
modifier I’intégrité de la structure tertiaire de la protéase nécessaire a son activité. En effet,
ces parametres peuvent induire un dépliement réversible ou irréversible de I’enzyme, appelé
dénaturation de I’enzyme, qui entraine une perte de son activité biologique.

De nombreux mécanismes de dénaturation thermique ont été mis en évidence. Certains sont

présentés dans le tableau B.111.7.
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Tableau B.II1.7 : quelques mécanismes de dénaturation thermique de protéases (Aymard et Belardi, 2000 ;
Tardioli et al., 2003 ; Ferreira et al., 2003 ; Yang et al., 1996).

Mécanisme Schéma réactionnel Equation

« une étape — deux états » Ea _k, Ed At/ Ao =exp (K . t)

« une étape — deux états » k
et activité résiduelle de I’ Ea —> HEd At/Ao=(1-al)exp(-k.t)+al
enzyme
K1
5 Eal —> Ed1
«en parallele » At/Ao=a.exp(-kL.t)+(L-a).exp (k.1

k2
Ea2 —> Ed2

o kl
«enserie» Eac > Edl —2 sEd2  At/Ao0=D1. exp (- . t) + D2 . exp (=B . t)
(‘avec réversibilité) k-1
« en série » Ea ki > Ed1 k2 >Ed2 At/Ao=D1.exp(-kl.t)+D2.exp (-p.t)+D3

(avec irréversibilite)

Ea: enzyme active ; Ed : enzyme dénaturée ; k, k1, k2 : constantes de vitesse ; At: activité enzymatique au
temps t ; Ao : activité enzymatique initiale ; a : proportion en enzyme Eal ; al : niveau d’activité de I’enzyme a
long terme ; o et B : constantes de vitesse apparentes ; D1, D2, D3 : constantes paramétriques.

En particulier, il est montré (Aymard et Belardi, 2000) :

= |e processus dit « une étape — deux états » ou I’enzyme sous forme native et active se
dénature et devient inactive. Ce processus, qui est décrit par une réaction irréversible
unimoléculaire de premier ordre, est le plus utilisé pour décrire I’inactivation thermique
des enzymes. Dans certains cas, I’enzyme dénaturée se retrouve dans un état stable et
garde une activité résiduelle (Tardioli et al., 2003).

= le processus dit «d’inactivation en parallele » ou la préparation enzymatique est
constituée de plusieurs isoenzymes actives qui different par leur sensibilité a la chaleur.

= e processus dit « en série » ou I’enzyme se dénature apres plusieurs réactions de premier
ordre. Dans ce modele, la réversibilité des réactions (sauf la derniére) peut étre considérée
et I’enzyme peut garder une activité partielle sous ses états intermédiaires ou méme sous
son état final. Par exemple, Ferreira et al. (2003) ont simulé la perte d’activité de
I’Alcalase a 60 °C en supposant que la perte d’activité entre les différents états est

irréversible.
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* Quelques schémas réactionnels mis en évidence.

En régle générale, la diminution de la vitesse d’hydrolyse résulte non pas de I’action d’un des

phénomeénes énumérés précédemment mais plutbt de la combinaison de plusieurs

phénomenes. 1l en résulte des schémas réactionnels plus complexes comme ceux de :

= Moreno et Cuadrado (1993) qui ont mis en évidence, lors de I’hydrolyse de protéines de
pois chiche par I’Alcalase, une inhibition par le substrat et une autolyse de I’enzyme liée

au phénomeéne d’inhibition :

S

b Ea : enzyme active
E+S«e— > E > E+P Ei : enzyme inactive
k3| k-3 ESS : complexe enzyme-substrat-substrat
v kd : constante d’inactivation
E+ ESS—— Ea+E +P

= Marquez et Vasquez (1999) qui ont mis en évidence, lors de I’hydrolyse de I’hémoglobine
par I’ Alcalase, une autolyse de I’enzyme lorsque celle-ci est sous la forme complexée ES :

E
+

k1 k
E+S < > ES —2 > E+P

Ea : enzyme active

Ei : enzyme inactive

ES : complexe enzyme-substrat
k3 kd : constante d’inactivation

Ea+E +P

= Constantinides et Adu-Amankwa (1980) qui ont mis en évidence, lors de I’hydrolyse de
protéines de soja avec une protéase de Penicillium duponti, un schéma réactionnel
comprenant des étapes de catalyse, d’adsorption enzyme-substrat et d’inhibition

compétitive de I’enzyme.

S ) @

lent/ rapide lent/ rapide
— 5 .
Sn > Pm+ Sn-m Pk + Sj

® N
(S)H
@) rapide (1) : adsorption de I’enzyme et hydrolyse des
\/ protéines insolubles en polypeptides insolubles

Sn-m et en peptides Pm

(2) : hydrolyse des polypeptides insolubles Sn-m en polypeptides
partiellement solubles Sj
(R) - hvdrnlvse des nolvnentides nartiellement anlithles Sk Si en

= Gonzalez-Tello et al. (1994a) ont proposé un modéle ou I’enzyme subit une inactivation
du second ordre et une inhibition par un inhibiteur non protéique initialement présent dans

le substrat.
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111.3. CARACTERISATION DES PEPTIDES.

Les hydrolysats de protéines d’origine animale ou végétale sont des mélanges
particulierement complexes constitués de protéines, de peptides, d’acides aminés, de
minéraux et d’autres composés non azotés tels que les sucres, les lipides, les composés
antinutritionnels. L’adéquation de ces hydrolysats a un besoin fonctionnel, nutritionnel,
nutraceutique ou pharmacologique requiert au préalable un fractionnement sélectif des
peptides d’intérét. Cette étape de fractionnement peut étre réalisée par des procédés
membranaires et/ou chromatographiques (Jang et Lee, 2004). Les méthodes de séparation
impliquées dans de telles techniques sont basées sur des phénomeénes physico-chimiques tels
que la solubilité (solubilisation sélective), la polarité (chromatographie d’adsorption),
I’affinité (chromatographie d’affinité), la taille (chromatographie d’exclusion de taille,
ultrafiltration), I’hydrophobie de surface (chromatographie en phase inverse), la charge
électrique (chromatographie d’échange d’ions), la combinaison de la charge électrique et de la
taille (électrophorése de zone sur support, nanofiltration).

Apres la séparation des peptides d’intérét, la caractérisation de ces fractions par des méthodes
d’identification chromatographiques et/ou électrophorétiques permet souvent d’en favoriser la

valorisation.

111.3.1. Les techniques chromatographiques.

La chromatographie est une technique qui permet de separer les difféerentes molécules d’un
mélange. Elle est caractérisée par deux phases distinctes :
= une phase stationnaire, généralement placée dans une colonne, sur laquelle les
constituants du mélange sont retenus avec plus ou moins d’affinite,
= et une phase mobile (liquide ou gazeuse) dans laquelle les constituants du mélange
sont miscibles et transportés a travers la phase stationnaire.
Ainsi, les molécules du mélange sont plus ou moins retardées suivant leur affinité par rapport
a la phase stationnaire.
Les peptides se différencient les uns des autres principalement par leur taille moléculaire, leur
charge a un pH donné et leur caractére hydrophile/hydrophobe. En conséquence, ce sont des
molécules qui se prétent bien a I’analyse par chromatographie d’exclusion de taille
(séparation selon leur taille), par chromatographie d’échanges d’ions (séparation selon leur

charge) ou par chromatographie en phase inverse (séparation selon leur degré d’hydrophobie).
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La chromatographie est considérée comme étant la méthode de choix aussi bien pour
I’analyse de la composition en peptides des hydrolysats protéiques que pour la purification
des peptides d’intérét (Silvestre, 1997). De plus, suivant la résolution des techniques
employées et la pureté du produit désiré, il est souvent envisage la combinaison de plusieurs
techniques chromatographiques.

Le type de détection des constituants fractionnes est déterminant pour leur caractérisation. Les
plus couramment utilisés sont la spectrométrie UV ou visible, la fluorimétrie, la

réfractométrie et la spectrométrie de masse (Godon, 1996).

111.3.1.1. Chromatographie haute performance en phase inverse (CLHP-PI).

Dans cette technique chromatographique, la séparation est fonction des interactions
hydrophobes entre les molécules biologiques et les ligands fixés sur le support
chromatographique. Les supports sont géneralement a base de silice ou de résine désactivée.
Les molecules greffées sur le support, principalement des chaines hydrocarbonees de 2 a 18
atomes de carbone, sont apolaires tandis que la phase mobile est polaire. Un gradient de
concentration croissante en solvant organique, comme I’acétonitrile ou le 2-propanol par

exemple, est nécessaire pour I’élution.

e Séparation par CLHP-PI.

La CLHP-PI est la technique chromatographique la plus universellement utilisée pour
caractériser les hydrolysats protéiques ou pour controler la production des peptides au cours
de I’hydrolyse (Huhmer et al., 1997 ; Silvestre, 1997). Elle permet de caractériser le caractére
hydrophile/hydrophobe des peptides. Plusieurs travaux ont permis d’établir une relation entre
le temps de rétention des peptides en CLHP-PI et le degré d’hydrophobie des peptides
séparés. Pour cela, la calibration de la colonne est réalisée a partir de peptides standard dont
I’indice d’hydrophobie est connu. Cet indice d’hydrophobie est obtenu par I’addition des
valeurs individuelles d’hydrophobie des acides aminés les constituant, préalablement
déterminées par une méthode de régression répétitive (Van der Ven et al., 2001 ; Schweizer,
2002). Cependant, selon la méthode empirique de détermination des valeurs d’hydrophobie
des acides amines et les conditions de séparation (type de colonne, conditions opératoires),

des différences notables sont observées entre les études.
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De nombreux travaux portent sur la séparation par CLHP-PI de peptides bioactifs présents
dans des hydrolysats protéiques (Zhao et al., 1997). Nous citerons, par exemple, la séparation
de peptides amers a partir d’hydrolysats de protéines de lait ou de peptides anti-ACE a partir
de protéines animales ou végétales (Jang et Lee, 2004 ; Pihlanto-Leppala et al., 2000 ;
Marczak et al., 2003).

e Couplage CLHP-PI et spectrométrie de masse (SM).

La large utilisation de la CLHP-PI est favorisée par la possibilité de coupler cette technique
avec la spectrométrie de masse. En effet, la phase mobile utilisée en CLHP-PI (mélange
eau/acétonitrile) est compatible avec I’analyse par spectrométrie de masse. De nombreux
travaux ont ainsi porté sur I’analyse d’hydrolysats protéiques par ce couplage (Froidevaux et
al., 2000 ; Léonil et al., 2000 ; Schweizer, 2002). Si la séparation est treés sélective, chaque pic
du chromatogramme correspond a une seule molécule dont la masse est déterminée par
spectrométrie de masse. Ce couplage constitue, ainsi, un puissant outil de caractérisation des
hydrolysats protéiques. Il permet, notamment, de constituer la carte peptidique des
hydrolysats. Par exemple, Doucet et al. (2003) ont identifié par CLHP-PI couplé a la SM 130
peptides aprés hydrolyse intensive de protéines de lait avec I’Alcalase. Ce travail facilite
I’identification des peptides bioactifs comme, par exemple, celle de peptides opioides a partir
de protéines de lait (Pihlanto-Leppald et al., 2000) ou celle de peptides antioxydants a partir
de protéines végetales (Chen et al., 1995). Les cartes peptidiques permettent également de
déterminer la spécificité des protéases (Yeboah et al., 1999) ou de localiser les modifications
chimiques de la structure primaire des peptides (Léonil et al., 2000).

Cependant, malgré sa haute capacité résolutive, la CLHP-PI n’est pas toujours la méthode
retenue pour caractériser les hydrolysats ; en effet, la chromatographie d’exclusion de taille
est également une méthode chromatographique tres souvent utilisée pour caractériser la
distribution de taille moléculaire des peptides, en particulier si les hydrolysats sont destinés a

des applications nutritionnelles (Silvestre, 1997).

111.3.1.2. Chromatographie haute performance d’exclusion de taille (CLHP-ET).

La CLHP-ET (également appelée perméation de gel ou filtration sur gel) est basée sur les
différentes possibilités des molécules, selon leur volume hydrodynamique (taille et
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conformation moléculaires), a pénétrer dans le réseau de la phase stationnaire. Les tres
grosses molécules ne pénetrent pas dans le réseau, traversant rapidement la colonne
chromatographique, tandis que les autres molécules migrent a travers le gel d’autant plus
profondément que leur taille est petite, traversant ainsi la colonne avec une vitesse
inversement proportionnelle a leur taille. Cette technique permet donc de déterminer la

distribution de taille moléculaire des peptides présents dans les hydrolysats.

La CLHP-ET est une technique trés utilisée aussi bien a I’échelle analytique que préparative.
Elle est connue pour posséder une bonne reproductibilité, une assez bonne résolution de
séparation, une grande robustesse et, en général, de bons rendements (Guérard et al., 2001).
Les premiers gels souples composés de dextrane, d’agarose ou de polyacrylamide ont
récemment été remplacés par des gels solides plus stables au regard des pH extrémes, des
fortes concentrations en sels ou des solvants organiques, et plus performants en terme de
résolution et de temps de separation. Ces derniers sont, par exemple, composes de silice
greffée avec des composés hydrophiles (gel de type TSK) (Zhao et al., 1997 ; Smyth et
FitzGerald, 1997) ou d’un mélange d’agarose ou de dextrane réticulé (gel de type Superdex
Peptide®) (Guerard et al., 2002 ; Tossavainen et al., 1997 ; Smyth et FitzGerald, 1997 ;
Gilmartin et Jervis, 2002). Cependant, malgre les efforts des fabricants afin de rendre les gels
inertes par rapport aux polymeres biologiques, certains travaux ont montré qu’il existe des
interactions secondaires de type électrostatique ou hydrophobe entre les biomolécules et la
phase stationnaire entrainant alors une rétention non-idéale (Smyth et FitzGerald, 1997).

Enfin, certains travaux ont montré une corrélation entre la distribution de taille moléculaire
obtenue par CLHP-ET et le profil chromatographique obtenu par CLHP-PI (Van der Ven et
al., 2001).

Aujourd’hui, le couplage CLHP-ET et spectrométrie de masse est en développement afin de
caractériser plus précisément la distribution de taille moléculaire des peptides (Léonil et al.,
2000).

111.3.1.3. Chromatographie haute performance d’échange d’ions (CLHP-ELI).

La CLHP-EI permet de séparer les peptides selon leur charge. Selon la charge du support, le
fractionnement peut étre réalisé sous deux formes. Si le support est chargé négativement, les

peptides retenus sont basiques (chargés positivement) ; il s’agit alors de la chromatographie
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échangeuse de cations. Inversement, si le support est chargé positivement, les peptides retenus
sont acides ; il s’agit de la chromatographie échangeuse d’anions.

Dans ce type de chromatographie, le pH et la force ionique de la phase mobile jouent un réle
primordial puisque ces deux parametres influencent directement I’intensité des charges des
peptides et du support. La séparation présente généralement une meilleure résolution en

échange de cations qu'en échange d’anions (Bouhallab et al., 1996).

111.3.2. Les techniques électrophorétiques.
111.3.2.1. L’électrophorese sur gel (SDS-PAGE).

Dans cette technique, les molécules protéiques sont mises en présence de Sodium Dodecyl
Sulfate (SDS), qui, par ses charges négatives, masque les charges propres des peptides. Selon
la charge globale de I’ensemble peptide/SDS, la vitesse de migration des peptides dans un
réseau de polyacrylamide sous I’action d’un champ électrique, dépend uniquement de la
longueur de la chaine peptidique (Laemmli, 1970).

La technique du SDS-PAGE est quelque fois utilisée pour caractériser les mélanges
peptidiques comme cela a été réalisé par Masson et al. (1986) avec un hydrolysat de protéines
de blé par la pepsine. Elle présente toutefois le désavantage de ne pas étre adaptée pour la

séparation des peptides inférieurs a environ 2500 Da.

111.3.2.2. L électrophorese capillaire (EC).

L’EC est aujourd’hui une technique de séparation intermédiaire entre I’électrophorese
classique et la chromatographie liquide. Elle permet de séparer aussi bien les biomolécules
pour lesquelles la CLHP est peu performante que de quantifier les petites molécules non
analysables par I’électrophorése sur gel (Rouessac et Rouessac, 1996). Tres sensible, elle
permet une separation tres rapide et tres résolutive pour les molécules chargées (Trivin et Le
Bricon, 2003).

Cette méthode analytique est basée sur les différences de mobilité des molécules chargées en
solution. Leur séparation se fait dans un fin capillaire empli d’une solution tampon, sous
I’action d’un champ électrique. L’EC s’applique aussi bien pour les molécules biologiques de
faible masse molaire telles que les acides aminés, les peptides et les nucléotides, que pour les

biomolécules de haute masse molaire telles que les protéines ou les polynucléotides.
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Plusieurs modéles ont été établis pour prédire la mobilité électrophorétique de petits peptides
suivant leur composition en acides amines. Tessier et al. (2004) ont mis en place une
méthodologie permettant de prédire la composition en acides aminés des peptides en fonction
de leur mobilité électrophorétique et de leur taille moléculaire. Cette prédiction nécessite le

couplage EC et spectrométrie de masse.

En regle générale, une bonne séparation des peptides d’intérét ne peut étre obtenue qu’avec
une unique technique chromatographique ou électrophorétique. C’est pourquoi, ces
techniques sont souvent combinées. La combinaison la plus largement retrouvée est celle de
la CLHP-ET suivie de la CLHP-PI mais I’électrophorése capillaire est aussi une technique
souvent combinée (Stromqvist, 1994 ; Opiteck et Jorgenson, 1997). Enfin, afin de faciliter la
séparation chromatographique, les hydrolysats sont souvent pré-fractionnés par des procédés

membranaires (Jang et Lee, 2004).
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I. PREPARATION DES SUBSTRATS PROTEIQUES.

I.1. LE TOURTEAU DE COLZA.

Le tourteau de colza utilisé dans cette étude provient de I’industrie huiliere et a été fourni par
Robbe-Novance (Compiégne, France). Ce tourteau est issu d’une variété de colza 00
caractérisée par une faible teneur en glucosinolates et acide érucique. Afin d’éliminer tous les
gros débris présents dans le tourteau tels les téguments et la paille, le tourteau a été tamisé
pour obtenir une farine de granulométrie inférieure a 1 mm et plus homogene en taille de

particule.
Matériel : tamis (Osi Afnor NFX 11504).

1.2. PROTOCOLES POUR LA PREPARATION D’ISOLATS PROTEIQUES.

1.2.1. Procédés preéliminaires.

= Procédé n° 1 : extraction et précipitation isoélectrique.
50 g de farine et 1 L d’une solution de soude 0,1 N sont placés dans une fiole d’Erlenmeyer
(pH du mélange = 12,4). Le melange est alors agité a température ambiante pendant 1 h sur
une table d’agitation (agitation orbitale) a 200 tr/mn. Une séparation solide-liquide est
effectuée par centrifugation du mélange a 4000 g pendant 10 mn a 20 °C. Le surnageant
contient la fraction de protéines solubles et est appelé, par la suite, « extrait protéique ». Le
culot, appelé dans ce travail « farine residuelle », est écarté. Les protéines présentes dans
I’extrait protéique sont précipitées en abaissant le pH au point isoélectrique de ces dernieres,
pH 4,5 (d’apreés les travaux de Schweizer, 2002 réalisés au sein du laboratoire), avec une
solution d’HCI 3 N ou 1 N. Apres centrifugation a 4000 g pendant 10 mn a 20 °C, le culot,
essentiellement composé des protéines précipitées, est récupéré tandis que le surnageant

(résiduel) est écarté. Ce culot protéique est appelé, par la suite, le « précipité isoélectrique ».

* Procédé n° 2 : « dépolyphénolysation », extraction et précipitation isoélectrique.
Suivant le procédé de Lacroix et al. (1988), a 50 g de farine, placés dans un pot de
centrifugation de 350 mL, sont ajoutés 200 mL d’un mélange méthanol/acétone/eau de ratio
volumique 7/7/6. Le mélange est homogénéisé avec un appareil ultraturax a 8200 trs/mn
pendant 5 mn a température ambiante. Aprés centrifugation a 2000 g pendant 5 mn, I’extrait

soluble est écarté et la farine restante est retraitée suivant le méme protocole. Cette opération
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est répétée 7 fois. L’extrait combiné méthanol/acétone/eau est appelé par la suite
I” « extrait polyphénol ». La farine restante, appelée « farine depolyphénolée », est séchée
sous une hote ventilée a température ambiante pendant 2 jours. La farine dépolyphénolée est
alors extraite suivant le méme protocole que le procédé n° 1. De méme, les protéines de
I’extrait protéique sont isolées suivant le méme protocole que le procédé n°® 1 conduisant a la

production d’un preécipité isoélectrique.

= Procédé n° 3 : extraction et dialyse.
Dans ce procéde, la farine est extraite de la méme maniere que dans le procédé n° 1 a
I’exception du type d’agitation ou une agitation magnétique a 600 tr/mn a été effectuée.
L’extrait protéique est alors concentré environ 5 fois par élimination de I’eau a I’aide d’un
évaporateur rotatif (55 °C, 72 mbars). L’extrait protéique concentré est placé dans un sac de
dialyse en cellulose dont la taille des pores est calibrée a 12 kDa. Le sac de dialyse a été
préalablement préparé suivant les indications du fabricant : lavage 3 h a I’eau suivi d’un
lavage avec une solution de sulfate de sodium a 0,3 % (p/v) a 80 °C pendant 1 mn puis d’un
rincage avec de I’eau & 60 °C pendant 2 mn, suivi d’une acidification avec une solution
d’acide sulfurique a 0,2 % (p/v) et d’un ringage avec de I’eau a 60 °C. La dialyse est alors
effectuée avec un rapport volumique de matiére a dialyser/eau de 1/200, en milieu clos agité

pendant 48 h a 5 °C. L’eau osmosee est changée une fois apres 24 h de dialyse.

» Procédé n° 4 : extraction, précipitation au sulfate d’ammonium et dialyse.
Comme réalise par Chen et Rohani (1992), ce procédé consiste a ajouter du sulfate
d’ammonium dans un extrait protéique concentré (qui a été préparé selon le procédé n° 3) de
telle sorte a avoir une concentration finale en sulfate d’ammonium de 55 % (p/v). Le mélange
est agité pendant 30 mn a pH 4,5 et a température ambiante afin d’obtenir, d’apres Tessier et
al. (1992), un rendement de précipitation optimal. Le mélange est alors centrifugé a 5000 g
pendant 10 mn. Le culot est récupéré et solubilisé dans de I’eau osmosee au ratio 1/10 (p/v).
Afin d’éliminer les sels, le mélange est alors dialysé dans les mémes conditions opératoires

que celles présentées dans le procédé n° 3.

Réactifs : acide chlorhydrique (Carlo Erba, 403872), sulfate de sodium (Prolabo, 28126515), hydroxyde de
sodium (Merk, B575798 003), sulfate d’ammonium (Sigma, 51K0098), acide nitrique (Prolabo, 92113).
Matériel : sac de dialyse (Sigma, 10B040655), homogénéisateur (ultraturax T25 Janke et Kunkel, Ika-
Labortechnik), pH-meétre (PHM 62 Standard, Radiometer), évaporateur rotatif (R14.11, Biichi), centrifugeuse
(Beckman J2-21M/E), agitateur magnétique (Jenway 1000).
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1.2.2. Amélioration du procédé n° 2 pour I’obtention d’isolats protéiques.
Afin d’améliorer le procédé n® 2, les parametres opératoires suivants sont étudiés.

= Ratio volumique éthanol/eau pour la dépolyphénolisation de la farine.
Les ratios volumiques éthanol/eau choisis sont 2/1, 1/1 et 1/2. Le matériel et les méthodes
utilisés dans cette étude sont similaires a ceux utilisés dans le procédé n° 2 a I’exception du
fait que la farine n’est extraite qu’une fois. Une fois le ratio du mélange éthanol/eau choisi, la

farine est extraite 4 fois avec ce dernier.

= Ratio farine/solution de soude.
La farine dépolyphénolée ou la farine non traitée sont extraites comme dans le procédé n° 2 a
25, 50 ou 100 g/L de soude. Notons que la farine dépolyphénolée ne posséde pas une teneur
en matiére seche comparable a celle de la farine non-traitée ; c’est pourquoi, I’extraction est

effectuée sur la base de la masse de la farine non-traitée initialement prise.

= Point isoelectrique des protéines extraites.
Afin de s’assurer que I’étape de dépolyphénolysation de la farine ne modifie pas le point
isoélectrique des protéines extraites, des aliquots (20 mL) d’un extrait protéique issu d’une
farine dépolyphénolée (extraction a 50 g/L) ont été ajustés avec de I’acide chlorhydrique a
différentes valeurs de pH comprises entre 1,5 et 9 (variation de 0,5 en 0,5 unité). Chaque
aliquot est ensuite centrifugé a 4000 g pendant 10 mn. La solubilité protéique a un pH donné
est définie comme étant le rapport entre la masse de protéines restées solubles apres

centrifugation et la masse de protéines restées solubles a pH 12,4 apres centrifugation.

= Dialyse des précipités isoélectriques.
Les précipités isoélectriques sont mis en suspension dans de I’eau osmosée (ratio 1/3, p/v). La
suspension est placée dans des sacs de dialyse en cellulose (« diametre des pores » = 12 kDa)
pour étre dialysé sous agitation a 5 °C pendant 48h, contre de I’eau osmosée (ratio 1/100,

v/v). L’eau est renouvelée une fois apres 24 h.

= Récupération des protéines présentes dans les fractions résiduelles.

* Extractions supplémentaires de la farine résiduelle.
La farine résiduelle obtenue aprés I’extraction d’une farine dépolyphénolée avec de la soude
0,1 N au ratio 25 g/L, est re-extraite dans les mémes conditions opératoires que la premiére

extraction. La nouvelle farine résiduelle est alors de nouveau extraite.
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Une farine résiduelle obtenue dans les mémes conditions que précédemment, est aussi extraite
avec une solution de chlorure de sodium a 5 % de telle sorte a avoir un ratio masse seche de
farine résiduelle (g) sur volume de solution saline eégal a 55. Ce type de solvant n’est pas

arbitraire puisqu’il a déja eté utilisé avec succes par Kroll et al. (1991).

* Récupération des protéines présentes dans les surnageants réesiduels.
Les surnageants résiduels sont concentrés environ 10 fois par élimination de I’eau a I’aide
d’un extracteur rotatif a vapeur (55 °C, 72 mbars) puis, apres les avoir placés dans des sacs de
dialyse en cellulose (diameétre des pores = 12 kDa), ils sont dialysés sous agitation a 5 °C
contre de I’eau osmosee (ratio 1/100, v/v) pendant 48 h. Apres 24 h, I’eau est renouvelée une

fois.

Réactifs : acide chlorhydrique (Carlo Erba, 403872), hydroxyde de sodium (Merk (B575798 003).

Matériel : sac de dialyse (Sigma, 10B040655), hogénéiseur (ultraturax T25 Janke et Kunkel, Ika-Labortechnik),
pH-metre (PHM 62 Standar, Radiometer), évaporateur rotatif (R14.11, Bichi), centrifugeuse (Beckman J2-
21M/E), agitateur magnétique (Jenway 1000).

1.2.3. Préparation des isolats en grande quantité.

Les isolats ont été préparés en deux fois. Chaque production a été effectuée a partir de 4,5 kg
de farine. 60 g de farine sont placés dans 6 pots de centrifugeuse Beckman de 350 mL dans
lesquels sont ajoutés 240 mL d’un mélange éthanol/eau (2/1, v/v). Le mélange de chaque pot
est alors homogénéisé a 8200 trs/mn pendant 5 mn a I’aide d’un Ultraturax. Puis, apres
centrifugation a 2000 g pendant 5 mn, I’ « extrait polyphénol » est écarté et les farines de
chaque pot sont extraites a nouveau selon le méme protocole. L’extraction est effectuée 4 fois
en tout. L’ensemble de ces opérations est réalisée 13 fois. La totalit¢ de la farine
dépolyphénolée est placée dans un fat en plastique de 150 L avec 90 L de soude 0,1 N. Le
mélange est agité mécaniquement a 2000 tr/mn pendant 1h puis centrifugé a 4000 g pendant
10 mn (6 x 300 mL par centrifugation, environ 60 centrifugations). L’extrait protéique est
récupéré et ajusté a pH 4,5 avec de I’HCI 10 N pendant 30 mn. Apreés centrifugation a 4000 g
pendant 10 mn (6 x 300 mL par centrifugation, environ 45 centrifugations), le précipité
isoélectrique et le surnageant sont récupérés. Le précipité isoélectrique, resuspendu dans 3
volumes d’eau, est placé dans plusieurs sacs de dialyse dont la « taille des pores » est de 12
kDa (contenance d’environ 500 mL chacun). Les sacs de dialyse sont alors places dans des

fats contenant 250 L d’eau osmosée, dans une chambre froide a 5 °C pendant 48 h de telle
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sorte & avoir un ratio suspension/eau de 1/50 (v/v). L eau est renouvelée apres 24 h. (Les sacs
de dialyse ont été utilises plusieurs fois (3 — 4 fois) mais lavés entre chaque utilisation).

Le surnageant est, quant a lui, concentré environ 10 fois en évaporant I’eau a I’aide d’un
évaporateur d’échelle pilote puis dialysé contre de I’eau osmosée dans les mémes conditions
que le précipité isoélectrique.

Enfin, les dialysats sont congelés a — 80 °C puis lyophilises.

Réactifs : acide chlorhydrique (Carlo Erba, 403872), hydroxyde de sodium (Merk (B575798 003).
Matériel : sac de dialyse (Sigma, 10B040655), homogénéisateur (ultraturax T25 Janke et Kunkel, Ika-
Labortechnik), pH-métre (PHM 62 Standard, Radiometer), centrifugeuse (Beckman J2-21M/E).

1.3. PURETE PROTEIQUE ET RENDEMENT PROTEIQUE.

Les différents procédés sont comparés, étape par étape, suivant deux criteres; la pureté

protéique qui permet de caractériser le degré de pureté en protéine de la fraction considérée et

le rendement protéique qui permet de caractériser I’efficacité de récupération des protéines

lors de I’étape considérée. Ces deux criteres sont calculés d’apres les formules suivantes :
Masse de protéines dans la fraction (g)

Pureté protéique (%) = x 100
Masse seche de la fraction (g)

Masse de protéines dans la fraction ()
Rendement protéique global (%) = x 100
Masse de protéines initialement présentes dans la farine (g)

Masse de protéines dans la fraction (g)
Rendement protéique de I’étape (%) = x 100
Masse de protéines présentes dans la fraction précédente (g)
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Il. HYDROLYSE ENZYMATIQUE.

11.1. PROTEASES SELECTIONNEES.
Les caractéristiques des protéases sélectionnées sont présentées dans le tableau M.II.1.

Tableau M.II.1 : caractéristiques majeures des protéases sélectionnées au cours de cette étude.

PROTEASE
(producteur) o . -
organisme ou pHo et To (°C) Particularités
microorganisme producteur
lot
ALCALASE 2,4L 6,5 <pHo< 8,5 Protéase a sérine (endoprotéase)
(Novozymes) 55 <To< 70 Su_btilising _C_ar_ls,berg (TM = 27300 g/mol)
Bacillus licheniformis ;acltti)\lleitzp;rcc;:‘:églt;tique 2.4 UNg
fll%rlrggégmssz et Inhibiteurs : DFP, PMSF
Formulation liquide, densité : 1,16 g/mL
Germes totaux : < 5 x 10* cellules/g
Inactivation 20 mn a 85 °C ou 10 mn a 90 °C
NEUTRASE 0,8L 5,5 <pHo< 7,5 Meétalloprotéase & Zn®* (endoprotéase), uniquement protéase neutre
(Novozymes) 45 <To< 55 Faible spécificité
Bacillus subtillis Activité protéolytique : 0,8 UA/g ,
. Inhibiteur : EDTA ; Stabilisateur : Ca**
Sigma 031K1351 Formulation liquide, densité : 1,25 g/mL
Germes totaux : <5 x 10* et < 10* cellules/g
Inactivation : 2mna 85 °C
PROLYVE BS 6,5 <pHo< 7,5 Métalloprotéase a Zn** (endoprotéase)
(Lyven) 45 <To< 55 Protéase neutre (+ protéases alcalines)
Bacillus subtillis Faible spécificité
Lyven EC 2Y01192 Activité protéolytique : ~ 0,5 UA/g
Inhibiteur : EDTA, dithiozone ; Stabilisateur : Ca®*
Formulation solide
Inactivation : 10 mn a 85 °C
LYPAINE 6500 7 <pHo< 8 Protéase & cystéine (endoprotéase), Papaine (TM = 23000 g/mol)
(Lyven) 65 <To< 75 Spécificité étroite (préférentiellement : -Leu, -Phe, -Tyr, -Ala)
Carica papaya Inhibiteur : Cu®", Zn", Fe*" ; Activateur : EDTA, Cystéine
Lyven EC 2L12151 Formulation liquide (40 % de sorbitol)
ORIENTASE 90N pHo=6 Protéase a sérine (endoprotéase), Subtilisine
(Quest International) To<55°C Faible spécificité
Bacillus subtillis Activité protéolytique : = 0,05 UA/g
Quest International Formulation solide
Inactivation : 10 mn a 85 °C
ESPERASE 7,5L 7,5 <pHo< 10 Protéase a sérine (endoprotéase), Subtilisine, protéase alcaline
(Novozymes) 55 <To< 75 Faible spécificité
Bacillus lentus Activité protéolytique : 7,5 KNPU/g ~ 2,2 UA/g
Novozyme Formulation liquide, densité : 1,1 g/mL
Germes totaux : < 5 x 10* cellules/g
Inactivation : 10 mn a 90 °C (6 < pH < 8)
PRONASE SG pHo = 8,8 Protéase a sérine (endoprotéase)
(Sigma) To=37°C* Protéase neutre (monomére de 20000 g/mol)

Streptomyces griseus
Sigma 102K0925 et
111K1134

Purifiée (par chromatographie) : une des protéases de la Pronase*
Spécificité étroite (clive préférentiellement en C-terminal des acides
aspartique et glutamique)*

Formulation solide

Non spécifiée grade alimentaire

pHo : pH optimal ; To : température optimale en °C ; TM : poids molaire ; DFP : diisopropyl fluorophosphate ;
PMSF : Fluorure de phényl méthanesulfanyl ; EDTA : acide éthyléne diamine trétraacétique ; UA : Unité
Anson ; KNPU : Kilo Novo Protease Unit ; * : d'apres Yoshida et al. (1988).
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11.2. ACTIVITE PROTEOLYTIQUE DES ENZYMES.
11.2.1. Activité protéolytique totale a pH 7,5 et 40 °C suivant la méthode de
Anson.

L’activité protéolytique totale des enzymes est déterminée a pH 7,5 et 40 °C suivant la
méthode de Anson modifiée (Novozymes, 1979). Par cette méthode, I’hémoglobine dénaturée
est incubée avec I’enzyme sous des conditions contraintes (10 mn, pH 7,5 et 40 °C).
L’hémoglobine non digérée est précipitée par ajout d’acide trichloroacétique (TCA). La
quantité d’azote non protéique soluble dans le TCA est déterminée en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu, qui, en réagissant avec certains acides aminés (tyrosine, tryptophane,

cystéine et histidine) donne une couleur bleue.

Dans deux tubes a essais de 10 mL est ajouté 0,5 mL de la solution de protéase (diluée a la
concentration souhaitée dans un tampon phosphate a 0,1 M). La solution d’hémoglobine
préalablement préparée [6,35 g d’hémoglobine solubilisée dans une solution composée d’urée (115
g), de NaOH 1 N (24 g), de KH,PO, 1 M (56 g) et d’eau déminéralisée (gsp 326 g)] est ajustée a pH
7,5 avec de I’HCI 1 N et chauffée 40 mn a 40 °C. 2,5 mL de TCA 0,3 M sont ajoutés dans
I’un des tubes afin de constituer la référence. L’hémoglobine dénaturée (1 mL) est placée dans
les deux tubes qui sont alors incubés 10 mn a 40 °C dans un bain-marie. 2,5 mL de TCA sont
alors ajoutés dans le tube échantillon et les deux tubes sont vortexés puis laissés 30 mn a
température ambiante. Les tubes sont de nouveau vortexés et le mélange est filtré sur filtre
seringue 0,22 um. 1,5 mL du filtrat ou du blanc sont ajoutés dans 2,8 mL de NaOH 0,5 N.
Puis 1 mL de réactif de Folin-Ciocalceu (2 N dilué 2 fois avec de I’eau osmosée) est ajouté
dans chaque tube et le mélange vortexé est laissé 8 mn a température ambiante. L’absorbance
est lue & 750 nm contre le blanc.

Comme cela a été observé par Novozymes (1979), I’absorbance a 750 nm en fonction de la
quantité d’enzyme donne une courbe Iégérement incurvée. Une unité Anson (UA) est alors
définie comme étant la quantité d’enzyme (en g pour les préparations solides ou en mL pour
les préparations liquides) pour avoir une absorbance de 0,1. Le nombre d’UA/g d’enzyme ou

d’UA/mL d’enzyme est alors déduit. Le pourcentage d’erreur est inférieur a 14 %.

Réactifs : hémoglobine bovine (Sigma, 117H7604), réactif de Folin-Ciocalteu (Sigma, 112K3645), acide
trichloroactétique pur (Labosi, 2895229), NaOH (Merck, B575798 003), KH,PO, (Merck, 9010549).

Matériel : bain marie (Bioblock, Polystat 33), spectrophotometre UV/Visible (LKB Biochrom, Novaspec 4049),
filtre seringue (Millex, Millipore), pH-meétre (Radiometer, PHM 62).
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11.2.2. Modélisation de I’activité protéolytique en fonction du pH et de la
température.

11.2.2.1. Valeurs expérimentales de I’activité protéolytique.

Le précipité isoélectrique est solubilise 1,5 h dans un réacteur thermostaté et agité, a la
température désirée (25 — 70 °C), a une concentration de 30 g/L et dans une solution tampon a
0,05 M différant selon le pH souhaité : soit une solution tampon de phosphate de potassium
pour les pH compris entre 6 et 7,5, soit une solution tampon d’acide borique/borate pour les
pH compris entre 8,5 et 10, soit une solution d’acide acétique/acétate pour un pH de 5.

Dans chacun de deux tubes de 6 mL est ajouté 0,25 mL de la solution de protéase (diluée a la
concentration souhaitée dans de I’eau osmosée). 1,25 mL de TCA 0,3 M est ajouté dans I’un
des tubes afin de constituer la référence. Pour un couple pH/température donné, le précipité
isoélectrique (0,5 mL) est placé dans les deux tubes (d’ou une concentration finale en
protéines de 18,8 g/L dans le milieu réactionnel sans le TCA). Les tubes sont alors incubés 10
mn au pH et a la température désirés. Les tubes sont agités manuellement toutes les 3 mn lors
de I’incubation. Apres I’ajout de 1,25 mL de TCA dans le tube échantillon, les tubes sont
vortexeés puis laissés 30 mn a température ambiante. Le mélange est alors filtré sur filtre
seringue 0,22 um. Chaque filtrat (0,75 mL) est mélangé dans 1,4 mL de NaOH 0,5 N, puis 1
mL de réactif de Folin-Ciocalceu (1 N) est ajouté dans chaque tube. Les mélanges sont
vortexés et laissés 8 mn a température ambiante. L’absorbance est alors lue a 750 nm contre le
blanc.

Comme réalisé par Baek et Cadwallader (1995), chaque valeur d’absorbance est alors
transformée, en une valeur de degré d’hydrolyse obtenu apres 10 mn, appelé DHtca, dont la

formule est la suivante :

Ao : Absorbance a 750 nm de la matiere azotée soluble
dans le TCA pour le substrat non hydrolysé (Ag
correspond au blanc).

_ Anmax . Absorbance a 750 nm de la matiere azotée soluble
DHrca (%) - [(A - AO) / (Amax - AO)] x 100 dans le TCA apres dégradation compléte du substrat. Apax
est déterminée en hydrolysant 0,2 g de substrat avec 20

mL d’HCI 6 N a 110°C pendant 24 heures.

A : Absorbance a 750 nm de la matiére azotée soluble
dans le TCA aprés hydrolyse pendant 10 mn.

Pour chaque couple pH/température étudié, le DHrca est tracé en fonction du logarithme de la
quantité d’enzyme. Comme montré par Baek et Cadwallader (1995), il est obtenu des droites.
Une unité d’activité protéolytique, Urca, est alors définie comme étant la quantité d’enzyme

(en g pour les préparations solides ou en mL pour les préparations liquides) pour obtenir un
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DH+ca de 20 %. L’activité protéolytique (AP) correspondant au nombre d’unité Urca par g ou

par mL d’enzyme est alors déduite.

Réactifs : réactif de Folin-Ciocalteu (Sigma, 112K3645), acide trichloroactétique pur (Labosi, 2895229), NaOH
(Merck, B575798 003).

Matériel : bain marie (Bioblock, Polystat 33), spectrophotométre UV/Visible (LKB Biochrom, Novaspec 4049),
filtre seringue (Millex, Millipore), pH-metre (Radiometer, PHM 62).

11.2.2.2. Modélisation de I’activité protéolytique en fonction du pH et de la

température.

L’équation choisie pour modéliser I’activité protéolytique des enzymes, AP, en fonction du
pH et de la température est le polynéme du second degré suivant :

AP = a; + (az x pH) + (as x T) + (a3 x pH x T) + (as x pH?) + (as x T?),

avec : a;_.as constantes definissant le modele; T et pH: variables indépendantes,
respectivement la température (°C)et le pH ; AP : variable dépendante, [I’activité
protéolytique en Urca/(g ou mL d’enzyme).

Afin de déterminer la valeur des constantes a;, neuf expériences ont été réalisées
correspondant a neuf couples pH/température différents. Ces couples expérimentaux ont été
déterminés par D-optimalité. La figure M.11.1 présente les points expérimentaux pour chaque
protéase. La détermination des paramétres a;, permettant la résolution des modéles, est
réalisée par un programme Matlab élaboré au sein du laboratoire.

a 70 . b e *
65 | 55 |
G 60 . o 501 *
v 55 | © 45 |
>S5 >
g g
3 50 ¢ & 40 - 2
o o
£ £
& 45 | & 35 |
40 | . 30 | .
35 - 25 .
6 65 7 75 8 85 9 95 10 5 55 6 65 7 75 8 85 9
pH pH

Figure M.I1.1 : couples pH/température (°C) choisis pour la résolution des modeles. (a) : pour I’Alcalase 2,4L,
I’Espérase 7,5L, la Lypaine 6500 et I’Orientase 90 N. (b) : pour la Neutrase 0,8L, la Prolyve BS et la Pronase
SG.
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Les résultats peuvent étre visualisés en trois dimensions puisque la modélisation comprend
deux variables indépendantes (pH et T) et une variable dépendante (AP). Cependant, la
représentation en deux dimensions, correspondant aux courbes d’isoréponse de I’activité
protéolytique (AP), est préférée pour des questions de lisibilité du graphique et de
comparaison.

Une analyse statistique des donnees est effectuée en déterminant le coefficient de corrélation
entre les valeurs expérimentales et les valeurs modélisées. Afin de vérifier graphiquement le
modele, un test de Student a 5 % d’erreur est réalisé sur la plus faible et la plus forte valeur de

la variable dépendante.

11.3. MISE EN (EUVRE DE L’HYDROLYSE ET SUIVI DE L’HYDROLYSE PAR LA
METHODE PH-STAT.
11.3.1. Préparation du substrat et de la protéase pour I'hydrolyse.

L’action hydrolytique d’enzymes nécessite la mise en suspension préalable du substrat
protéique au pH et a la température réactionnels. Pour cela, le substrat protéique est
homogénéisé avec de I'eau déminéralisée a la concentration protéique désirée : 5, 10, 18,8, 40,
64, 81, 100 ou 130 g/L (N x 6,25). Comme réalisé par Kristinsson et Rasco (2000a), la

quantité de substrat prélevée a été calculée grace aux formules suivantes :

Morot - Masse de protéines (g)

Morot = M1 x (S /100) My : masse totale du mélange (g)

S : concentration protéique dans le milieu réactionnel (%)
Msubstrat = Mprot x (100 / P) Maupstra - Masse de matiére premiére (g)

Meau - Masse d'eau (g)
Meau = (M1 = Menz) = Msubstrat P : pureté protéique du substrat (%)

Mer, : masse de la préparation enzymatique (g)

L’homogénéisation est réalisée dans le réacteur ou s’effectue I’hydrolyse, a 600 trs/mn et a la
température réactionnelle. Par I’intermédiaire d’un logiciel (Tinet 2.4, Metrohm), le pH est
progressivement et automatiquement ajusté au pH désiré par ajout de NaOH 1 N. La durée de
cet ajustement du pH est d’environ 30 mn. Le volume de soude ajouté est trés faible (< 5 %
du mélange), c’est pourquoi, la dilution du substrat est considérée comme négligeable.

Une quantité (g ou mL) de protéase 10 fois supérieure a celle nécessaire pour I’hydrolyse est
diluée 10 fois avec de I’eau déminéralisée (volume final = 10 mL). La préparation
enzymatique est ajustée au pH réactionnel par ajout de NaOH 1 N ou d’HCI 1 N. Le volume

de protéase nécessaire prenant en compte la dilution (= 1 mL) est alors prélevé.
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11.3.2. Suivi de I’hydrolyse par la méthode du pH-Stat.

L hydrolyse enzymatique des protéines est réalisée selon la technique du pH-Stat développée
par Adler-Nissen (1978, 1986, 1987). Elle est basée sur le maintien du pH constant par
titration automatique, avec une base, des protons libérés au cours de I’hydrolyse. Le dispositif
expérimental du suivi de I’hydrolyse par la méthode du pH-Stat est schématisé dans la figure
M.I11.2..

s réacteur

: systéme d'agitation électrique
:sonde pH

:sonde température

- bain marie

:burette (pas : 2 uL)

:solution de titration (NaOH)

: Titrino GP 736 (Metrohm)
:logiciel Tinet 2.4. (Metrohm)

© o0 ~NO O WN R

Figure M.11.2 : schéma du dispositif expérimental pour le suivi de I’hydrolyse par la méthode du pH-Stat.

La méthode du pH-Stat n’est fonctionnelle qu’aux pH ou la dissociation des groupes a-aminés
est significative, c'est-a-dire aux pH supérieurs a 6,5 (Adler-Nissen, 1987). Ainsi, a pH neutre
ou alcalin, la baisse de pH est compensée par I’ajout continuel d’une base (NaOH, KOH ou
Ca(OH),). A pH et température constants, la valeur moyenne des pK des groupements o-
aminés est considérée constante. Pour les polypeptides, le pK des groupements oa-aminés est
de 7,5 - 7,8 a 25 °C avec une enthalpie d’ionisation comprise entre 40 et 50 kJ / éqv de NH..
Dans ce travail, la valeur de pK a été calculée selon la formule établie par Steinhardt et
Beychok (1964) :
(298 - 1)

pK = 7,8 + % 2400 pK : pK mgyen des groupes o-aminés
(298 o T) T :température en Kelvin

A pH et température constants et en supposant que la valeur de pK des groupes a-aminés reste
constante, il existe alors une proportionnalité entre la libération des protons et la quantité de
liaisons peptidiques clivées (Adler-Nissen, 1982, 1987). Ce facteur de proportionnalité est le

coefficient de dissociation des groupements a-aminés, o :

10PH-PK pK : pK moyen des groupes a-aminés
69= — o : degré de dissociation moyen des groupements a-
1 + 10PH-PK aminés libérées
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Le degré d’hydrolyse (DH) est défini (en %) comme étant le nombre de liaisons peptidiques
hydrolysées (h) sur le nombre de liaisons peptidiques totales (hi).
La relation entre le DH et la consommation de base est donnée par I’équation suivante (Adler-
Nissen, 1982, 1987) :

B : consommation de base (mL)

Np : normalité de la base (N)

B x Np a :degré moyen de dissociation de groupements o -aminés
DH (%) = — x 100 hyt : Nombre total de liaisons peptidiques du substrat protéique

o Mp x o Mp (mZEZe/%Fe)r:rtStlgfn)e (N x facteur de Kjeldahl) (g)

L’ ajout de base au cours de I’hydrolyse provoque une dilution du substrat. C’est pourquoi, la
concentration de la base utilisée ne doit pas étre trop faible afin de ne pas trop diluer le
substrat. L’effet de cette dilution sur le DH est considéré comme négligeable (Adler-Nissen,
1982).

Dans cette étude, nous avons choisi une valeur de hy égale a 7,8 qui est une valeur

classiqguement utilisée dans la littérature pour les protéines de colza (Schweizer, 2002).

11.3.3. Mise en ceuvre de I’hydrolyse.

Le procéde d’hydrolyse est réalisé en réacteur discontinu. Ce procédé classique présente
certains avantages, tant au niveau matériel (investissement), que technologique (possibilité
d’étude cinétique, facilité de régulation et de nettoyage).

Le réacteur utilisé est a double paroi, d’une capacité de 100 mL et agitée a vitesse variable
gréce a une hélice. Les hydrolyses sont réalisées dans un volume réactionnel de 60 ou 65 mL.
Le mélange réactionnel est agité a 600 tr/mn. La température dans le réacteur est maintenue
constante par circulation d’eau issue d’un bain marie a température réglable. La mesure et le
contréle de pH se font par un pH-Stat Titrino GP 736 (Metrohm). Une solution de soude 1 N
(quelquefois de normalité inférieure) est utilisée pour ajuster et réguler le milieu réactionnel.
L’incrément de la burette est de 2 puL. Le Titrino GP 736 est connecté a un logiciel sur un
ordinateur, Tinet 2.4 (Metrohm), par lequel le pH et la durée de I’hydrolyse sont fixés. Le

programme permettant ce contrdle a été réalise au sein du laboratoire.

L’initialisation de la réaction se fait par I’ajout de I’enzyme. Afin de caractériser I’hydrolyse
chimique des protéines et de s’assurer du fait qu’il n’y ait pas de contamination bactérienne,
des expériences sans enzyme sont aussi effectuées. La durée des hydrolyses varie entre 3 et 13

heures. Les cinétiques d’hydrolyse (volume de NaOH en fonction du temps) sont enregistrées
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toutes les 50 s pour les hydrolyses de courte durée (< 3 h) et toutes les 5 mn pour les

hydrolyses d’une durée supérieure a 3 h.

La réaction enzymatique est stoppée en immergeant le milieu réactionnel dans un bain marie a
95 °C pendant 10 mn afin de dénaturer thermiquement la protéase. Puis le mélange est placé
30 mn a5 °C avant d’étre congelé a — 80 °C et lyophilisé.

L’inactivation compléte des proteases a été vérifiée par la méthode utilisée par Mutilangi et
al. (1995). Pour cela, des hydrolysats ayant préalablement subi le traitement d’inactivation
thermique des protéases, ont été replacés dans le réacteur a pH 7,5 et 40 °C (conditions ou les
phénomeénes de dégradation chimique des substrats sont négligeables) et I’ajustement du pH
est controlé par la méthode pH-Stat. Le volume de soude est suivi pendant 1 h. Quelle que soit
I’enzyme, aucune addition significative de NaOH n’a été observée, suggérant une inactivation

compléte des protéases lorsque le mélange réactionnel est chauffé 10 mn a 95 °C.

Réactifs : Eau milliQ (Millipore milli-RO), NaOH (Merck, B575798 003).

Matériel : systeme de régulation du pH (Titrino 736 GP, Metrohm), agitateur a hélice (Stirrer 722, Metrohm),
logiciel pH-Stat (Tinet 2.4, Metrohm), bain thermostaté (Polystat 11, Bioblock), réacteur de 100 mL (Metrohm),
pH-meétre (PHM 62, Radiometer), balance de précision (Mettler AT200, Mettler Toledo), lyophilisateur (modéle
DWS3, Heto DryWinner).

11.4. CALIBRATION DE LA METHODE DU PH-STAT AVEC CELLE AU TNBS.

La méthode au TNBS (acide trinitrobenzene sulfonique) permet de quantifier le DH par
dosage spectrophotométrique des chromophores formés suite a la réaction entre le TNBS et
les groupements a-aminés libérés au cours de I’hydrolyse. La corrélation entre le DH obtenu
par la méthode pH-Stat, DH, et celui déterminé par la méthode au TNBS, DHrngs, a été
réalisée.

La détermination du DHmngs a été réalisee suivant la méthode décrite par Adler-Nissen
(1979). Les hydrolysats lyophilisés obtenus par la méthode du pH-Stat et caractérisés par
différentes valeurs de DH, ainsi que des solutions standard de L-leucine, sont préparés dans
une solution de SDS a 1 % (p/v) respectivement a 7,5 g/L et entre 0 — 4 mM. Des aliquots de
chaque mélange (0,25 mL) sont placés dans des tubes a essais. Puis, 2 mL d’une solution
tampon de phosphate de sodium (0,2 M, pH 8,2) et 2 mL d’une solution de TNBS a 0,1 %
sont ajoutés dans les tubes. Les échantillons sont vortexés et placés, a I’abri de la lumiere,

dans un bain-marie a 50 °C pendant 1 h. Apres I’incubation, la réaction est arrétée par
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addition de 4 mL d’HCI 0,1 N et le mélange est refroidi pendant 30 mn a tempeérature
ambiante. L absorbance est lue a 340 nm.

Les valeurs de DHrngs sont calculées d’apres la formule suivante :

(AN, — AN;)
DHTNBS (%) = x 100
Npb

AN; et AN, représentent respectivement le contenu en groupements aminés du substrat
protéique avant I’hydrolyse et celui aprés I’hydrolyse, en mg/g de protéines. Npb représente le
contenu en azote aminé des liaisons peptidiques dans le substrat protéique, en mg/g de
protéines (Npb = 128,2 mg/g pour les protéines de colza). La concentration en azote aminé
des échantillons est calculée grace a la courbe étalon de la figure M.11.3 qui représente
I’absorbance & 340 nm en fonction de la concentration en azote aminé L-leucine, en mg/L.
Les valeurs de AN; et AN, sont alors obtenues en divisant le contenu en azote aminé des

échantillons par leur contenu en protéines (g/L).

Réactifs : L-leucine (Sigma), acide pycrylsulfonique 5 % (p/v) (Sigma, 083K5000), SDS (Sigma, 103K0066).
Matériel : spectrophotometre UV/Vis (Cary 100 Bio, Varian), bain-marie (Polystat 22, Bioblock).

1,24

0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

mg Leucine /L

Figure M.11.3: courbe d’étalonnage (mg de L-leucine / L en fonction de I’absorbance a 340 nm) pour la
détermination de la concentration en azote aminé des hydrolysats.
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11.5. ETUDE CINETIQUE.

Les études cinétiques se basent sur le schéma réactionnel de Michaelis-Menten :

E : enzyme active

K, K, S : substrat
E+S F’ ES —> E+P ES : complexe enzyme-substrat
-1 P : produit

ky, k1, ko : constantes de vitesse

11.5.1. Détermination des constantes cinétiques Km, Vm et k.

L’equation de Michaelis-Menten décrit les réactions catalysées par des enzymes avec la
formation d’un complexe intermédiaire ES. La relation hyperbolique entre la vitesse initiale
(Vo) et la concentration initiale de substrat (So) proposée par ces auteurs est la suivante :

Vm x So
Vo= — Vo : vitesse initiale d’hydrolyse (g/L.h)
Km + So So : concentration initiale de substrat (g/L)
Km : constante de Michaelis-Menten (g/L)
Vm : vitesse maximale d’hydrolyse (g/L.h)
Avec : Vm =k, x Eo ks, k.1, ko : constante de vitesse (h™)

et :Km=(ky+ko)/ky

Il existe plusieurs représentations pour la détermination des parametres cinetiques. Dans cette

étude, nous avons utilisé la représentation de Lineweaver-Burk :

1 Km 1 1
= X +
Vo Vm So vm

En tracant 1/VVo en fonction de 1/So, il est obtenu une droite dont la pente est égale a Km/Vm
et I’ordonnée a I’origine est égale a 1/Vm. Ainsi, pour déterminer les constantes cinétiques,
nous avons déterminé les valeurs de Vo pour différentes valeurs de So mais pour des valeurs
de Eo, de pH et de T constantes. La vitesse initiale, Vo, d’une cinétique est, en regle générale,
déterminée en tracant la tangente a I’origine. Toutefois, en tracant la tangente manuellement,
cette méthode peut s’avérer assez approximative. C’est pourquoi, comme préconisé par Adler-
Nissen (1978), nous avons considéré que la vitesse est constante lors des 5 premiéres minutes

d’hydrolyse et nous avons calculé la vitesse initiale de la maniére suivante :

DHsmn x SO x 60 Vo : vitesse initiale (g/L.h)
Vo = So : concentration initiale en substrat (g/L)
100 x5 DHs,, : degré d’hydrolyse a 5 mn (%)
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En utilisant le DHspy,, les constantes cinétiques sont apparentes d’ou la détermination d’un

Km apparent, noté Km (g/L), d’un Vm apparent, noté Vm (g/L.h) et d’un k, apparent, noté k
(h™).

11.5.2. Dénaturation thermique et activation thermique des enzymes.

11.5.2.1. Dénaturation thermique des enzymes.

Des solutions enzymatiques (10 mL), soit d’Alcalase 2,4L a 30 mL/L, soit de Pronase SG a 6
g/L, sont incubées a différentes températures, entre 37 et 65 °C. Apres une durée variant de 10
a 120 mn, 1 mL d’échantillon est prélevé et est dilue 10 fois. Le pH de I’échantillon est alors
ajusté au pH de I’hydrolyse. Puis 1 mL de la solution enzymatique est prélevé et une réaction
d’hydrolyse est réalisée pendant 10 mn avec I’isolat de globulines (préparé dans ce travail) a
10 g/L (volume réactionnel final de 60 mL) et a pH 8 et 50 °C pour I’Alcalase 2,4L ou a pH
7,7 et 37 °C pour la Pronase SG. Les ratios Eo/So sont respectivement de 0,5 % et de 0,1 %
pour les hydrolyses avec I’ Alcalase 2,4L et pour les hydrolyses avec la Pronase SG ; ces ratios
évitant la limitation en substrat. La vitesse initiale avec la protéase chauffée est alors

déterminée. L’activité enzymatique résiduelle est calculée d’aprés la formule suivante :

Vo avec I’enzyme ayant subi le traitement thermique (g/L.h)
Activité enzymatique résiduelle (%) = x 100
Vo avec I’enzyme n’ayant pas subi le traitement thermique (g/L.h)

Les courbes de I’activité résiduelle de I’enzyme en fonction de la durée d’incubation pour
différentes températures permet de déterminer la constante d’activation de dénaturation des
enzymes, Ed. Si la vitesse de dégradation de I’enzyme obéit a une loi du premier ordre par
rapport a la concentration d’enzyme active et suit la loi d’Arrhénius, alors la vitesse de

dénaturation de I’enzyme, rq, S’écrit :

rq : vitesse de dénaturation de I’enzyme (mL/L.mn ou g/L.mn)

kg : constante de dénaturation de I’enzyme & une température donnée (mn™)
Kgo : constante d’Arrhénius de dénaturation (mn™)

E : concentration d’enzyme active (mL/L ou g/L)

Ed : énergie d’activation de la dénaturation (J/mol)

kg = kgo x eXp (- EA/RT) T : température (K) _
R : constante des gaz parfaits (J/mol.K)

rd=—kd><E

et

Dans un réacteur fermé, un bilan de matiere sur I’enzyme donne :
dE)/d(t)=-kyx E
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d’ou par intégration : E = Eo x exp (- Kqt), avec Eo, la concentration initiale d’enzyme (mL/L
ou g/L).

Or, si les vitesses initiales sont considerées, celles-ci sont directement proportionnelles a la
quantité d’enzyme active : (E / Eo) = (Vo au temps t / Vo initiale) = activité résiduelle. La
relation entre la vitesse initiale (Vo) et la vitesse initiale au temps t (\Vot) est donc de type
exponentielle : Vot = Vo x exp (- kgt), et les courbes Ln(activité résiduelle) en fonction du

temps sont des droites de pente — K.

Si la vitesse d’inactivation de I’enzyme obéit a une loi du second ordre par rapport a la
concentration d’enzyme active, alors, dans ce cas, la vitesse d’inactivation de I’enzyme, r;,
s’écrit :

r; : vitesse d’inactivation de I’enzyme (mL/L.min)

ri = —k; x = ki : constante d’inactivation de I’enzyme a une température donnée (L/mL.min)
E : concentration d’enzyme active (mL/L)

Dans un réacteur fermé, le bilan de matiere sur I’enzyme conduit a :

d(E) / E* = — k; x d(t)

d’ou par intégration : E/ Eo = 1/ (Eo x kit + 1), avec Eo, la concentration initiale d’enzyme
active (mL/L), d’ou :

1/E=1/Eo+kit.

Or, si les vitesses initiales sont considérées, celles-ci sont directement proportionnelles a la
quantité d’enzyme active : (E / Eo) = (Vo au temps t / Vo initiale) = activité résiduelle.

La relation entre la vitesse initiale (\VV0) et la vitesse initiale au temps t (Vot) est donc :

Eo/ E = Eo x kit + 1, et les courbes Eo / E en fonction du temps sont des droites de pente

Eo x ki.

11.5.2.2. Activation thermique des enzymes.

Dans ce cas, les solutions enzymatiques n’ont subi aucune incubation initiale. Le substrat
(isolat de globulines a 40 g/L) est porté a la température choisie avant I’ajout de la solution
enzymatique. Pour I’Alcalase 2,4L, les hydrolyses sont réalisées a une Eo de 0,8 mL/L et a
pH 8, tandis que pour la Pronase SG, les hydrolyses sont effectuées a une Eo de 0,084 g/L et a
pH 7,7.
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11.5.3. Mise en évidence des phénomeénes impliqués dans I’hydrolyse.
11.5.3.1. Inhibition des protéases par un exces de substrat.
L’inhibition d’une enzyme par excés de substrat est généralement formalisée de la maniere

sulvante : E : enzyme active

S S : substrat
So : concentration initiale en substrat
ki + K2 ES : complexe enzyme-substrat
E+See——> ES —> E+P ESS : complexe enzyme-susbtrat-susbtrat
k1 P : produit
k3 ||k-3 ki, K1, ka, K3 k_3: constantes de vitesse
K : constante de Michaelis-Menten (quantité/volume)
ESS Vv : vitesse maximale (quantité/(volume.temps))
Kss : constante d’équilibre entre ES et ESS

Il peut alors étre établi les équations suivantes :

Vm . So E.S ES.S
= > avec Ky= ,  Kss=
Kwm + So + (So“/Kss) ES ESS

Vo et VMzkz.Eo

Les courbes Vo en fonction de So présentent alors un maximum pour des concentrations

élevées en So.

11.5.3.2. Evolution de la nature du substrat au cours de I’hydrolyse.

Les constantes cinétiques apparentes, Vm et Km, caractéristiques d’un systeme enzyme —
substrat donné, peuvent varier au cours de I’hydrolyse suite a une évolution de la nature du
substrat. C’est pourquoi, nous avons determiné ces constantes, que nous noterons Vm* et
Km*, sur des substrats pré-hydrolysés. Pour cela, nous avons utilisé la méthode d’Adler-
Nissen (1978) avec quelques modifications.

Dans un premier temps, pour chaque systeme enzyme — substrat étudié, nous avons préparé
des hydrolysats caractérisés par des DH différents. Ces hydrolysats ont été préparés par la
méthode pH-Stat, avec des So variant de 40 a 100 g/L. Dans un deuxieme temps, les vitesses
initiales a différentes concentrations initiales en hydrolysat, Sonydrolysat (5, 10, 18,8 et 40 g/L)
ont été déterminées. Les Eo utilisées sont identiques a ceux utilisés ultérieurement, a savoir
une valeur de Eo de 0,8 mL/L pour I’Alcalase 2,4L et une valeur de Eo de 0,084 g/L pour la
Pronase SG. Les constantes Vm* et Km* ont été déterminées avec la représentation de

Lineweaver et Burk et leur évolution en fonction du DH a alors été tracée.
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11.5.3.3. Inactivation enzymatique au cours de I’hydrolyse.

* Remplacement de I’enzyme par ajout d’enzyme fraiche.

L’inactivation des enzymes avec I’avancement de la réaction est mise en évidence en
remplacant I’enzyme par de I’enzyme fraiche a un temps donné de I’hydrolyse.

Pour cela, dans un premier temps, les substrats protéiques ont été hydrolysés dans des
conditions opératoires définies (Alcalase 2,4L : pH de 8, T de 50 °C, Eo de 0,8 mL/L et durée
de 13 h; Pronase SG: pH de 7,7, T de 37 °C, Eo de 0,084 mL/L et durée de 7 h). Les
cinétiques obtenues constituent les courbes de référence.

Dans un deuxiéme temps, les substrats protéiques ont été hydrolysés de la méme maniéere que
pour I’obtention des courbes de référence, a I’exception du fait que la réaction est arrétée, par
inactivation thermique de I’enzyme, a un temps donné, t. L hydrolysat obtenu est hydrolysé a
nouveau avec de I’enzyme fraiche dans les mémes conditions réactionnelles. Le volume de
soude ajouté en 5 mn, Vol,, est proportionnel a la vitesse initile atteinte au temps t de
I’hydrolyse. Ce volume de soude est comparé au volume de soude qui est ajouté lorsque
I’enzyme n’est pas remplacée par de I’enzyme fraiche (noté Vol;). L’activité résiduelle de
I’enzyme au temps t est alors calculée par la formule suivante :

Activité résiduelle de I’enzyme (%) = (Vol; / Vol,) x 100.

* Test de Selwyn.

Le test de Selwyn permet de savoir si la diminution de I’activité d’une enzyme est provoquée
par une inactivation de I’enzyme plutdt que par la disparition du substrat ou par une inhibition
par le produit, P.

D’aprés Cornish-Bowden et al. (2004), il a été montré qu’aussi longtemps que la vitesse dP/dt
reste proportionnelle a la concentration initiale en enzyme Eo, cette vitesse peut étre exprimée
comme le produit de la constante Eo et d’une fonction dépendante des concentrations
instantanées de substrat, de produit, d’inhibiteur et de toute autre espece (autre que I’enzyme)
qui peut étre présente dans le mélange. Ces concentrations peuvent étre calculées a partir de la
stoechiométrie de la réaction et de la concentration de P a n’importe quel temps. Ainsi
I’équation de la vitesse peut étre écrite sous une forme simple : dP/dt = Eo x f(P),

ou f est une fonction qui peut en principe étre dérivée a partir de I’équation de vitesse. Le fait
que f soit difficile a dériver ou que son expression soit compliquée n’a pas d’importance,

parce que la connaissance de la forme exacte de la fonction n’est pas nécessaire. Il faut
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toutefois qu’elle soit dépendante de Eo et de t, et donc que la forme intégrée de I’équation
précédente soit : Eo x t = F(P),

ou F est une autre fonction. L’ importance pratique de cette équation est qu’elle montre que la
valeur de Eo x t, apres qu’une quantité donnée de produit se soit formée, est indépendante de
Eo. En conséquence, si des courbes d’avancement de réaction sont mesurées pour diverses
valeurs de Eo mais en maintenant identique le pH et la température, les courbes de P en
fonction de Eo x t devraient étre superposables quelle que soit la valeur de Eo. Si elles ne le
sont pas, I’hypothése initiale selon laquelle la vitesse doit étre proportionnelle a la

concentration initiale d’enzyme durant toute la réaction, est incorrecte.

D’aprés Gonzalez-Tello et al. (1994a), pour un systéeme protéase/protéine donné, la vitesse

d’hydrolyse, r, a pH et température constants est : DH : degré d’hydrolyse
E : concentration en enzyme active

r = So x d(DH)/dt = F(So, DH) x E (@) Eo : concentration initiale en enzyme
kq : constante cinétique de dénaturation

Apres la séparation des variables et I’intégration de (a),
= s’il n’y a pas de dénaturation thermique irréversible, alors :

j EHd(DH)/F(So, DH)=Eoxt (b)

= sj la dénaturation est de second ordre pour la protéase, alors : — dE/dt = kg x E* (c)

et I’intégration de (a) donne :

H
I: d(DH)/F(So, DH) = 1/kgx Ln (L + kg x Eoxt)  (d)

Les équations (b) et (d) montrent une relation univoque entre le DH et le produit Eo x t : si les
courbes DH en fonction de Eo x t se superposent alors soit il n’y a pas de dénaturation

irréversible de I'enzyme, soit il existe une dénaturation du second ordre pour la protéase.

11.5.3.4. Autolyse des enzymes.

Afin de mettre en évidence I’existence ou non d’un phénomeéne d’autolyse des enzymes, nous
avons solubilisé les enzymes seules dans le réacteur thermostaté. Le mélange est ajusté au pH
et a la température désirés a I’aide du systeme pH-Stat (NaOH = 0,5 N). Les conditions de pH
et de température sont similaires a celles du paragraphe 11.5.3.3. Les concentrations d’enzyme
sont respectivement de 4 mL/L pour I’Alcalase 2,4L et de 1,2 g/L pour la Pronase SG.
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Tout ajout de soude 0,5 N afin de maintenir le pH constant au cours des trois heures de
solubilisation des enzymes est enregistré. Des expeériences similaires sont également
effectuées en présence de 0,5 g/L de PMSF (Fluorure de phényl méthanesulfanyl) qui est un
puissant inhibiteur des protéases a sérine.

Chaque solution de protéase est ensuite lyophilisée. Les poudres obtenues sont solubilisées a
20 g/L dans de I’eau déionisée et les solutions sont filtrées sur un filtre seringue de 0,22 pm.
Des témoins sont réalisés en procédant de la méme maniere a I’exception du fait que les
enzymes ne sont solubilisées que pendant 5mn. Les échantillons sont analysés par CLHP-ET
et CLHP-PI.

11.5.3.5. Inhibition par les produits finaux de I’hydrolyse.

L’inhibition des enzymes par les produits finaux de I’hydrolyse a été caractérisée en
hydrolysant le substrat frais en présence de substrat pré-hydrolysé de DH élevé. Ce dernier est
appelé « inhibiteur ». Les « inhibiteurs » utilisés sont des hydrolysats caractérisés par des DH
de 25,2 %, de 21,2 % et de 21,7 % respectivement pour les systemes Alcalase 2,4L/Globuline,
Pronase SG/Globuline et Alcalase 2,4L/Albumine.

Nous avons alors déterminé si la présence de I’« inhibiteur », en quantité importante (9 g/L),
modifie les valeurs des constantes cinéetiques, Vm et Km (qui ont préalablement été
déterminées sans « inhibiteur »).

Dans les mémes conditions réactionnelles utilisées pour déterminer Vm et Km, nous avons
déterminé les Vo obtenus par hydrolyse de solutions contenant 5, 10, 18,8 ou 40 g/L de
substrat frais et 9 g/L d’« inhibiteur ». Ainsi, les constantes cinétiques apparentes en présence
d” «inhibiteur » (la vitesse maximale apparente, Vmi, et la constante d’affinité apparente,
Kmi) ont été calculées en tragant la représentation de Lineweaver et Burk.

Lors de ces expériences, nous avons considéré que le substrat pré-hydrolysé n’est pas
prioritairement hydrolysé lorsque du substrat neuf est présent dans le milieu réactionnel. Si
I’inverse était considéré, le faible volume de soude ajouté lors de I’hydrolyse de I’inhibiteur
seul (de 0,006 a 0,026 mL selon I’hydrolysat « inhibiteur ») peut étre considéré comme
négligeable.
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1.6. MODELISATION PHENOMENOLOGIQUE DES CINETIQUES
D’HYDROLYSE.

La figure M.11.4 présente la démarche mise en ceuvre pour I’élaboration des modéles. Elle a
nécessité deux phases. La premiére phase a consisté en :

= la définition des parameétres caractérisant le systeme considéré (Km, Vm, DH...) ;

» |’obtention de faits expérimentaux quantitatifs (cinétiques d’hydrolyse,...) ;

= Ja mise en évidence des phénomenes impliques dans I'nydrolyse.
La seconde phase d’élaboration des modeles a consisté :

= al'écriture de relations mathématiques basées sur les hypothéses précédentes ;

» ala confrontation de ces expressions mathématiques a I’expérience ;

= 3 la confirmation ou I’infirmation de la formalisation effectuée ;

= 3 la modification de la formalisation.

Le systeme d’équations différentielles est intégré par la méthode de Runge-Kutta d’ordre 4,
tandis que les parametres a identifier sont déterminés par minimisation d’une fonction
objective J de type moindre carré. Dans notre cas : J = (. (DHexpérimental — DHmodétisé)?). Pour
cette étape, la méthode d’optimisation employée est celle du Simplexe.

Les différents programmes permettant I’intégration numérique et la minimisation de la

fonction erreur ont été réalisés au laboratoire sous Matlab®.

Données expérimentales

i
Hypotheses pour expliquer les phénomeénes impliqués
dans I'hydrolyse

|

Ecriture des équations différentielles basée sur les
hypothéses précédentes

/

Identification paramétrique |

Choix des parametres a identifier
Intégration numérique des équations différentielles
Minimisation d'une fonction erreur (Simplexe)

/

Comparaison entre les données expérimentales et les
données modélisées

/

Mauvaise simulation Bonne simulation

Figure M.11.4 : démarche suivie pour I’élaboration des modeles de la protéolyse.
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I11. METHODES ANALYTIQUES.

I1.L1. COMPOSITION CHIMIQUE GLOBALE DES SUBSTRATS ET DES
HYDROLYSATS.
I11.1.1. Teneur en protéines totales.

La teneur protéique est déterminée suite au dosage de I’azote total par la méthode Kjeldahl,
suivant la méthode utilisee par Schweizer (2002). Cette méthode de dosage est basée sur la
transformation de I’azote organique en azote minéral sous forme de sulfate d’ammonium
(NH,4)2S0,. Le dosage, dupliqué deux fois, est realisé de fagon automatique avec un VVapodest
4S. 1l est également nécessaire de faire un dosage de I’azote de I’air pour obtenir, aprés
soustraction, une valeur de I’azote total réellement contenu dans I’échantillon.

Le taux d’azote de I’échantillon, en pourcentage, est alors calculé selon la formule suivante :

H : volume d’H,SO, nécessaire a la titration de
I’échantillon (mL)

Taux d’azote (%) = (H — H) x N x 1400 / Ec Ho : t;/lg:]ucrrz;E;HZSO4 nécessaire a la titration du

N : titre de la solution d’H,SO,4 (mol/L)
Ec : prise d’échantillon (mg)

La teneur en protéines est obtenue a I’aide du facteur de conversion azote/proteine (fy) grace a
la formule suivante : Teneur en protéines (%) = fy x taux d’azote.

Afin de faciliter la comparaison des résultats obtenus avec ceux de la littérature, la valeur du
facteur fy utilisée dans cette étude est celle des protéines végétales (égale a 6,25). Notons,
cependant, que le facteur fy des protéines d’oléagineux a une valeur de I’ordre de 5,3-5,4 et
non de 6,25 (Mosse, 1990).

Réactifs : catalyseur de minéralisation (Na,SO4 17 % ; CuSO, . 5 H,0 1,5 % ; sels 1,5 %) (Prolabo, 22550-293),
H,SO,4 1 N (Labosi, A4715891), H,O, 35 % (Labosi, A4823251), NaOH 40 % (Merk, 191537), H3BO3 (Labosi,
A4703851).

Matériel : appareil de Kjeldahl automatique Vapodest 4 titramatic (Gerhardt GmbH & Co. KG), systeme de
titrage automatique 645 Multi-dosimat (Metrohm), banc de minéralisation Kjeldatherm® KT 12S (Gerhardt
GmbH & Co. KG).

111.1.2. Humidité et teneur en cendres.

L humidité est déterminée en placant I’échantillon (1 a 5 g) dans une étude ventilée a 105 °C
pendant 48 heures. A la sortie de I’étuve, avant la pesée de la matiere séche, les échantillons
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sont places dans un dessiccateur et refroidis & température ambiante. La différence de masse
observée correspond a la quantité d’eau évaporée.

Les cendres sont déterminées en placant I’échantillon (300 a 500 mg) dans un four a moufle,
jusgu’a calcination compléte (600 °C pendant 12 heures). La teneur en cendres se calcule
alors comme étant le rapport entre le poids de I’échantillon aprés calcination et celui de la

matiere seche.

Matériel : étuve (Memmert Roucaire), four a moufle (Pyrolabo).

111.1.3. Teneur en lipides.

La méthode utilisée est celle de I’AOAC (1984). L’échantillon lyophilisé (3 a 5 g) est placé
dans une cartouche de cellulose et est délipidé au n-hexane dans un appareil de Soxhlet
pendant 5 h. La matiére grasse est déterminée en évaporant, sous vide, le solvant d’extraction
avec un extracteur rotatif de vapeur et en pesant la matiere lipidique extraite qui a
préalablement été séchée a 105 °C pendant 24 h. La teneur en lipides est égale au rapport
entre la masse de la matiere grasse extraite et séchée et la masse de la matiére séche de

I’échantillon.

Réactif : n-hexane (Merk, 311761).

Matériel : chauffe ballon (Prolabo), extracteur rotatif de vapeur (rotavapor Biichi), étuve (Memmert Roucaire).

111.1.4. Teneur en polyphénols.
111.1.4.1. Teneurs en polyphénols totaux et en tanins.

La teneur en polyphénols totaux est déterminée suivant la méthode de Makkar et al. (1993)
qui s’appuie sur le fait que les composés phénoliques sont des molécules réductrices. Pour
déterminer la teneur en tanins, cette méthode est couplée avec I’utilisation d’une matrice
insoluble, le polyvinyl polypyrrolidone (PVPP) qui fixe spécifiquement les tanins.

L’echantillon (200 mg) est placé dans un bécher de 25 mL dans lequel sont ajoutés 10 mL
d’acétone a 70 %. Le bécher est placé dans un bain a ultrasons et soumis a un traitement
ultrasonique pendant 20 mn a température ambiante. Le contenu du bécher est centrifugé 10
mn & 3000 g a 4 °C. Le surnageant est collecté et constitue I’extrait contenant les polyphénols

totaux.
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Des aliquots de I’extrait polyphénol (0,02 a 0,1 mL) sont placés dans des tubes a essais et
complétés a 0,5 mL avec de I’eau distillé. Un volume de 0,25 mL de reactif de Folin-
Ciocalteu 1 N et un volume de 1,25 mL de carbonate de sodium a 20 % (p/v) sont ajoutés
successivement dans le tube a essais. Le tube est alors vortexé et I’absorbance de I’échantillon
est mesurée a 725 nm. La référence est réalisée a partir des mémes quantités de réactif sans
I’extrait polyphénol. La gamme étalon est réalisée de la méme maniére a partir d’une solution
meére d’acide gallique a 0,1 mg/mL. La quantité de polyphénols totaux est déterminée en g

équivalent d’acide gallique a partir de la courbe étalon (figure M.I11.1).

Pour la détermination des tanins totaux, 1 mL d’eau distillée et 1 mL d’extrait polyphénol
sont ajoutés dans un tube a essais contenant 100 mg de PVPP. Le tube a essais est vortexé une
premiére fois, placé a 4 °C pendant 15 mn dans une chambre froide, vortexé une deuxiéme
fois puis centrifugé & 3000 g pendant 10 mn a 4 °C. Le surnageant, qui contient les
polyphénols autres que les tanins, est collecté. Son contenu en polyphénols non-taniques est
mesuré comme précédemment. La quantité en tanins est alors calculée en soustrayant la
quantité en polyphénols non-taniques a la quantité en polyphénols totaux.

Les teneurs en polyphénols totaux ou en tanins sont calculées en divisant leur quantité par la

matiere seche de I’échantillon initial.

Réactifs : polyvinyl polypyrrolidone (ISP Polyclar®VT, 03100051197), réactif de Folin-Ciocalteu 2 N (Sigma,
112K3645), carbonate de sodium (Prolabo, 92113), acide gallique 98 % (Acros Organics, A014986701).
Matériel : bain a ultrasons (Transsonic 460/H, Elma), centrifugeuse (Jouan M14.11), vortex (Top Mix,
Bioblock), spectrophotometre UV/Visible (Novaspec 4049, LKB Biochrom).

12
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Figure M.III.1: courbe d’étalonnage pour le dosage de la quantité de polyphénols en ug équivalent d’acide
gallique. (Equation : Abs;»s,m = 0,0626 x g équivalent d'acide gallique).
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111.1.4.2. Teneur en acides phénoliques totaux.

Les acides phénoliques totaux sont dosés selon la méthode de Xu et Diosady (1997).

Un échantillon de 2 g est agité trois fois avec 50 mL d’acétone a 60 % (ajusté a pH 3 avec de
I’acide trichloroacétique 1 N) pendant 30 mn et centrifugé pendant 10 mn a 1800 g. Les
surnageants sont combinés et I’acétone est évaporé sous vide a I’aide d’un extracteur rotatif.
L’extrait est alors traité avec 20 mL de NaOH 4 N, pendant 4 h, afin d’hydrolyser les acides
phénoliques estérifiés. La solution résultant de I’hydrolyse alcaline est acidifiée a pH 2 avec
de I’'HCI 10 N. Afin d’extraire les acides phénoliques restés insolubles dans I’acetone, le culot
résiduel est agité avec 20 mL de NaOH 4 N pendant 4 h. Le mélange est aussi acidifié a pH 2
avec de I’HCI 10 N et est centrifugé 10 mn a 1800 g. Le surnageant est combiné avec I’extrait
obtenu précédemment. L’extrait total est complété jusqu’a 100 mL avec de I’eau distillée. Un
aliquot de 25 mL est prélevé pour étre extrait 6 fois avec de I’éther éthylique/acétate d’éthyle
(1/1, viv) dans une ampoule a décanter. Les extraits organiques sont combinés et évaporés
sous vide a température ambiante avec un extracteur rotatif de vapeur. Les acides phénoliques
extraits sont alors dissous dans du méthanol.

A 0,25 mL d’échantillon ou d’une solution d’acide gallique de concentration connue (gamme
étalon), sont ajoutes 3,5 mL d’eau distillée puis 0,25 mL de réactif de Folin-Denis. Apres
agitation au vortex, 0,5 mL de carbonate de sodium a 20 % (p/v) est ajouté et I’ensemble est
vortexé. Le mélange est centrifugé a 3000 g pendant 15 mn puis laissé une heure a
température ambiante avant d’étre lu a 725 nm contre un blanc a base de méthanol. La courbe

étalon est présentée dans la figure M.111.2.

15 A

Abs 725 nm
=

0,5 1

O <f T T T
0 0,1 0,2 0,3

mg d'acide gallique / mL

Figure M.I11.2 : courbe d’étalonnage pour le dosage de la concentration en acides phénoliques totaux en mg
équivalent d’acide gallique par mL. (Equation : Abs7s.m = 5,85 x mg d’acide gallique par mL + 0,02).
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Réactifs : acétone (Carlo Erba), acide trichloroacétique pur (Labosi, 2895229), hydroxyde de sodium (Merck,
B575798 003), acide chlorhydrique 37 % (Carlo Erba, 403872), acétate d’éthyle (Normapur, 88070), acide
gallique 98 % (Acros Organics, A014986701), réactif de Folin-Denis (Fluka, 10883), carbonate de sodium
(Prolabo, 92113).

Matériel : centrifugeuse (Jouan M14.11), extracteur rotatif (rotavapor Biichi), vortex (Top Mix, Bioblock),
spectrophotomeétre UV/Visible (Novaspec 4049, LKB Biochrom).

I111.1.5. Teneur en acide phytique.

La détermination de la teneur en acide phytique est réalisée par la méthode de Wheeler et
Ferrel (1971). Les phytates sont dosés indirectement grace a leur capacité a fixer les ions
Fe** : une molécule de phytate peut fixer quatre cations Fe**.

200 mg d’échantillon sont placés sous agitation en présence de 10 mL d’acide
trichloroacétique (TCA) a 3 %, pendant 30 mn. Le TCA permet la libération des phytates
pouvant se trouver associés aux protéines. Aprés une centrifugation (1900 trs/mn, 30 mn), le
culot est écarté et 5 mL de surnageant sont prélevés, auxquels 2 mL de solution de FeCl; 0,02
mol/L sont ajoutés afin de fixer les ions Fe** sur I’acide phytique. Cette solution est mise &
bouillir dans un bain-marie pendant 30 mn, et aprés avoir réalisé une nouvelle centrifugation,
I’acide phytique est récupéré dans le culot. Le culot est lavé au TCA 3 % et a I’eau afin
d’éliminer les ions Fe® en excés. 1,5 mL de NaOH 1,5 N sont ajoutés et le mélange est bouilli
pendant 30 mn. Apres refroidissement, le précipité de Fe(OH)s formé est centrifugé puis lavé
a I’eau chaude par centrifugation. Le culot obtenu est dissous par 20 mL d’acide nitrique 3,2
N dans une fiole de 50 mL complétée avec de I’eau distillée. La réaction colorimétrique est
effectuée avec 12,5 mL de I’échantillon et 10 mL de KSCN 1,5 M dans une fiole complétée a
50 mL avec de I’eau. Les ions SCN™ réagissent spécifiquement avec les ions Fe**.

La gamme étalon (figure M.I11.3) est réalisée a partir d’une solution mere de Fe(NOs)s, 9 H,O
4100 pg Fe**/mL. De I’eau distillée sert de témoin. La mesure de I’absorbance est effectuée a

420 nm dans la minute suivant la mise en presence des deux solutions.

Réactifs : acide trichloroacétique pur (Labosi, 2895229), Chlorure de fer Il (Acros Organics, A015398301),
hydroxyde de sodium (Merck, B575798 003), acide nitrique (Prolabo, 92113), thiocyanate de potassium (Acros
Organics, A014710301), nitrate de fer 111 nonahydraté (Acros Organics, A015472001).

Matériel : centrifugeuse (Jouan M14.11), bain-marie (Polystat 33, Bioblock), spectrophotométre UV/Visible
(Novaspec 4049, LKB Biochrom).
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Figure M.111.3 : courbe d’étalonnage pour le dosage de I’acide phytique. (Equation : AbSsonm = 0,0195 x pg Fe**
par mL — 0,0055).

I11.1.6. Teneur en fibres et en sucres.
La teneur en fibres et en sucres est estimée en soustrayant les valeurs de la teneur des autres

composés a 100 %.

111.2. COMPOSITION EN ACIDES AMINES DE LA MATIERE PROTEIQUE.
111.2.1. Préparation des échantillons.

Une hydrolyse acide des protéines ou des peptides est préalablement effectuée pour obtenir un
mélange homogéne d’acides aminés libres. Un échantillon d’1 g ou d’1 mL est placé dans un
tube a essais avec bouchon. 4 mL d’acide chlorhydrique 6 N sont ajoutés puis le tube a essais,
fermé, est mis sous atmosphére d’azote. L hydrolyse se fait ensuite dans une étuve a 110 °C
pendant 24 h. Apres refroidissement, les hydrolysats sont neutralisés jusqu’a un pH de 6 par
ajout de soude 4 N. Les échantillons sont finalement filtrés sur filtre seringue a 0,22 pm.
L’inconvénient de I’hydrolyse acide est la destruction du tryptophane et la transformation de
la glutamine et de I’asparagine, respectivement en acide glutamique et en acide aspartique. La
proportion de tryptophane dans les protéines de colza est trés limitee (Godon, 1996). En effet,
cette derniere atteint seulement 0,5 % dans les globulines et les albumines ne possedent pas de
tryptophane (Simard et al., 1977). C’est pourquoi, dans cette étude, cet acide aminé n’est pas
analysé. Quant a la glutamine et I’asparagine, leur quantification est intégrée avec les acides
amineés acides leur correspondant, sous les formes Glx et Asx (GIx = GIn + Glu et Asx = Asn
+ Asp).
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Réactifs : hydroxyde de sodium (Merck, B575798 003), acide chlorhydrique 37 % (Carlo Erba, 403872).
Matériel : étuve (Memmert modéle 700), filtres a usage unique 0,22 um (Schleicher & Schuell).

111.2.2. Protocole de dosage des acides aminés.

Les acides aminés sont dosés par chromatographie liquide en phase inverse apres dérivation
en présence d’o-phtahaldéhyde (OPA) et de 9-fluorénylméthyl chloroformate (FMOC). Le
principe de la dérivation est le suivant ; les acides aminés primaires sont placés en présence
d’OPA et d’acide 3-mercapto-propionique (3-MPA) pour donner des isoindoles hautement
fluorescents et absorbant dans le domaine UV (338 nm) (Godel et al., 1992). Selon le méme
principe, les acides aminés secondaires sont dérivés en présence de FMOC pour donner des
dérivés hautement fluorescents et absorbant dans le domaine UV (262 nm). Le seuil de
détection est de I’ordre de 100 pmoles.

Les echantillons sont dérivés automatiquement a I’aide d’un systeme chromatographique HP
1090 Hewlett Packard. 3 uL d’échantillon sont tout d’abord neutralisés avec 1,5 uL de NaOH
2 N pour obtenir une dérivation totale. Puis, le tout est mélangé a 6,0 pL de tampon borate 0,4
N, 2,5 uL de la solution d’OPA + 3-MPA (10 mg d’OPA et 10 mg de 3-MPA dans 1 mL de
tampon borate 0,4 N a pH 10,5) et 2,5 pL de la solution de FMOC pendant 15 mn ; enfin, le
tout est injecté au niveau de la colonne de séparation Hypersil C18. Le solvant d’élution est
composé de 100 % de solution A, pendant 17 mn, puis de 40 % de solution A et 60 % de
solution B pendant 1 mn et enfin de 100 % de solution B, pendant 7 mn. Les acides aminés
sont separés selon leur polarité ; les plus polaires apparaissent en debut d’analyse et les moins
polaires en fin d’analyse. En sortie de colonne, les acides aminés primaires sont détectés par
un detecteur UV, a 338 nm, et les acides aminés secondaires sont détectés par un détecteur
UV, a 262 nm. La durée totale de I’analyse est de 25 mn.

Avant I’analyse des échantillons, trois solutions, contenant 17 acides aminés aux
concentrations de 0,25, 0,5 et 2,5 nM respectivement, sont dérivés et injectés sans
neutralisation préalable avec du NaOH 2 N. Les profils obtenus servent, aprés intégration des
pics, a établir une gamme étalon pour chaque acide aminé (systéeme Hewlett Packard).

Réactifs : FMOC (OSl, A4 700.792, 2,5 mg dans I’acétonitrile), acétonitrile (Fluka, 23184), OPA (Fluka,
79760), 3-MPA (Sigma, M-6750), tampon borate 0,4 N pH 10,5 (Hewlett-Packard, 5061-3339), solution étalon
de mélange d’acides aminés (Sigma, AA-S-18), NaOH 2 N (Fluka, 72071).
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Solvants : solvant A [20 mM d’acétate de sodium, 3 H,O (OSI, 27652.298), a 0,024 % (v/v) de triéthylamine
(OSI, 28 745.296) et 0,5 % (v/v) de tétrahydrofurane (OSI, 28 556.293). Le mélange est ajusté a pH 7,2 avec de
I’acide acétique (OSI, 20 104.298)], solvant B [20 % (v/v) d’un tampon d’acétate de sodium a 100 mM (OSl, 27
652.298) ajusté a pH 7,2 avec de I’acide acétique, 40 % (v/v) d’acétonitrile et 40 % (v/v) de méthanol (Prolabo,
20 865.322)].

Matériel : colonne Hypersil C18 (Interchim, H5 C18-20R), systéme de chromatographie (Hewlett Packard
systeme HP 1090).

111.3. ELECTROPHORESE SUR GEL.

La taille moléculaire des protéines présentes dans les différents substrats est déterminée par
électrophoreése SDS-PAGE dans des conditions non-réductrices et réductrices.

Le gel électrophorétique permettant la separation est un gel polyacrylamide a 15 % qui est la
concentration classiquement utilisée pour une séparation optimale des protéines dont la taille
moléculaire est comprise entre 10 et 100 kDa environ. Dans un bécher de 50 mL, 5 mL de
tampon Tris HCI 0,5 M de pH 8,8, 0,2 mL de SDS a 10 %, 12 mL d’une solution
d’acrylamide/bisacrylamide (30/0,8), 100 uL de persulfate d’ammonium (APS) a 10 % (p/v),
10 pL de NNN’N’-tétraméthyl éthylenediamine (TEMED) et 2,7 mL d’eau distillée sont
mélangés. La polymérisation de I’acrylamide et du bisacrylamide s’effectue par la présence de
radicaux libres et est catalysée par le persulfate d’ammonium et le TEMED (le TEMED
catalyse la décomposition des ions persulfates pour donner un radical libre). Le mélange est
alors « coulé » dans le portoir (plagues de verre séparées par deux espaceurs). Un gel de
concentration est préparé pour permettre aux échantillons de se positionner sur une méme
ligne dans le gel de migration. Dans un bécher, 2,5 mL de solution tampon Tris HCI 0,5 M de
pH 6,8, 100 pL de SDS 10 %, 1,3 mL d’acrylamide/bisacrylamide (30/0,8), 50 pL d’APS (10
%), 10 uL de TEMED et 6,1 mL d’eau distillée, sont mélangés. Ce mélange est alors coulé
sur le gel de migration une fois que ce dernier est polymerisé.

Les échantillons sont préparés a une concentration de 2 pg/mL dans une solution de dépot
contenant du bleu de bromophénol. Le bleu de bromophénol est un colorant ionisé qui permet
de suivre I’électrophorese. Le mélange est chauffé dans un bain-marie a 96 °C pendant 5 mn.
Pour I’électrophorése réalisée dans des conditions réductrices, du -mercaptoéthanol & 5 %
(v/v) est ajouté a un ratio de 1/5 (v/v) dans la solution de dép6t avant le chauffage.

Chaque échantillon, ainsi que des marqueurs de taille (respectivement 20 pL et 5 pL) sont

déposés dans un des puits du gel d’électrophorese, lui-méme plongé dans une enceinte
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thermostaté contenant le tampon d’électrophorese. La migration est réalisée a intensité
constante (25 mA) et pour une tension maximale fixée a 180 V.

La migration réalisée, le gel est placé durant 2 h dans une solution de bleu de coomassie,
colorant qui se fixe sur les protéines, puis douze heures dans une solution de décoloration et

deux heures dans une solution d’acide acétique 5 % pour fixer I’image.

Solutions : solution d’acrylamide/bisacrylamide 30/0,8 (250 mL d’une solution d’acrylamide a 40 %, 2,68 g de
bisacrylamide), solution de bleu de coomassie (100 mL de Coomassie R250, 400 mL de méthanol, 75 mL
d’acide acétique et 425 mL d’eau distillée), solution de décoloration (400 mL de méthanol, 75 mL d’acide
acétique et 525 mL d’eau distillée), tampon d’électrophorése 10X (30 g de trisma, 144 g de glycine et 10 g de
SDS), solution de dépdt (1,2 mL de tampon tris HCI pH 6,8, 2 mL de SDS 10 %, 1 mL de glycérol, 1 pL de bleu
de bromophénol et 4,8 mL d’eau distillée).

Réactifs : marqueurs de taille (MBI Fermentas, SM0431).

I11.4. CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE D’EXCLUSION
DE TAILLE (CLHP-ET).

La distribution de taille moléculaire des peptides dans les différents hydrolysats ou les
fractions solubles (pH 4,5) leur correspondant est déterminée aprés leur analyse par
chromatographie liquide haute performance d’exclusion de taille (CLHP-ET).

La méthode utilisée est celle mise en ceuvre par Schweizer (2002). La colonne utilisée est une
Superdex Peptide HR 10/30 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suede) qui permet une
séparation optimale pour des tailles moléculaires comprises entre 200 et 7000 Da mais dont la
limite d’exclusion de taille est de 20000 Da. Le volume d’injection de I’échantillon est de 50
uL (concentration : 5, 10 ou 20 g/L). L’élution est réalisée en isocratique a 0,6 mL/mn avec
un mélange d’eau/acétonitrile/acide trifluoroacétique (60/40/0,1) filtré sous vide a 0,45 um et
dégazé a I’hélium (5 mL/mn). La séparation est réalisée a température ambiante (25 °C)
pendant 45 mn. La detection des peptides est déterminée a 214 nm. Avant I’analyse,
I’échantillon est filtre sur filtre seringue de 0,22 pm.

La colonne a été préalablement étalonnée avec des peptides de masse molaire connue (figure
M.111.4). Deux droites ont été obtenues en tracant le logarithme de la masse molaire en
fonction du temps de rétention. La détermination de la relation liant la masse molaire (MM)
des molécules a leur temps de rétention sur la colonne a permis de définir la distribution de
taille moléculaire des peptides contenus dans les différents hydrolysats ou fractions. Les

chromatogrammes sont divisés en cing fractions qui correspondent aux domaines de taille
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moléculaire apparente suivants : supérieurs a 10 kDa, entre 3 et 10 kDa, entre 1 et 3 kDa,
entre 0,5 et 1 kDa et inférieurs a 0,5 kDa. Le tableau M.I11.1 présente la correspondance entre
la taille moléculaire apparente de chaque fraction et le temps de rétention. La proportion de
chaque fraction, exprimée en %, est calculée comme étant I’aire de la fraction considérée

divisée par I’aire totale du chromatogramme.

La CLHP-ET est également utilisée, d’une part, pour estimer la proportion des globulines et
des albumines présentes dans les préparations protéiques, et, d’autre part, pour caractériser la
présence ou non de molécules de faible taille moléculaire (< 3000 Da) telles que les composés
phénoliques et I’azote non-protéique. Les mesures ont été effectuées en utilisant les mémes
conditions chromatographiques que celles qui sont employées pour caractériser la distribution
de taille moléculaire des hydrolysats. L’estimation de la proportion de globuline et
d’albumine s’appuie sur le fait que la colonne Superdex Peptide HR 10/30 utilisée dans cette
étude possede, d’aprés le fabricant, une limite d’exclusion de taille de 20 kDa. En
conséquence, les albumines de taille moléculaire comprise entre 12,5 et 14,5 kDa sont
séparées tandis que les globulines de haute masse molaire (= 300 kDa) ou leurs sous-unités de
taille moléculaire supérieure a 23 kDa sont directement exclues (Schwenke et al., 2000 ;
Monsalve et Rodriguez, 1990). D’apres la courbe d’étalonnage de la colonne, les préparations
protéiques peuvent étre divisées en quatre catégories selon leur temps de rétention, tr: les
globulines, les albumines, les polypeptides et les petits peptides (tableau M.111.2).

En fixant la longueur d’onde de détection a 310 nm, qui correspond a la longueur d’onde
d’absorption maximale de I’acide sinapique, I’acide phénolique majoritaire du tourteau de
colza (Sakakibara et al., 2003 ; Naczk et al., 1992), il est possible de quantifier cet acide
phénolique par une méthode chromatographique mise au point par Tessier (2004). Les acides
phénoliques libres sont caractérisés par un temps de rétention compris entre 34 et 37 mn, les
pics sortant a des temps de rétention inférieurs sont les acides phénoliques liés aux protéines.
Une telle méthode permet de déceler la présence d’acide sinapique libre ou lié dans les

différentes préparations protéiques.

Réactifs : acétonitrile (Merk, 114291), acide trifluoroacétique (Fluka, 91703)

Matériel : colonne d’exclusion de taille (Superdex Peptide HR 10/30, Amersham Biosciences), systeme de
chromatographie liquide (BioCAD®, PerSeptive Biosystems), collecteur de fraction (modéle 203B, Gilson),
filtres 0,45 um (Minisart, Sartorius), dispositif de filtration sous vide, fritté en verre (Sartorius SM 16309,
Sartorius), filtre seringue 0,22 um (Millex, Millipore).
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5 Tableau M.I11.1 : intervalles de tailles moléculaires et de
45 | temps de rétention correspondants.
4 - - - —
Fraction de tailles Temps de rétention (mn)
3,51 moléculaires en kDa
s 3 >10 < 20,2
S 55| o 3-10 20,2-22,1
2 O TR 1-3 22,1-239
= 27 <1 >23,9
1,5 -
1 4
0,5 - Tableau M.I1.2: fraction azotée dans la MPV
0 considérée, taille moléculaire et temps de rétention
T correspondants.
17 19 21 23 25 27 29 31 33 35
temps de rétention (mn) Taille Temps de
Fraction azotée moléculaire  rétention (mn)
Figure M.111.4 : relation, obtenue par CLHP- (kDa)
ET (colonne Superdex Peptide HR 10/30, UV Globulines > 23 <188
214 nm, débit 0,6 mL/mn), reliant la masse Albumines 5,523 18,8 -21,2
molaire (MM) et le temps de rétention de Polypeptides 05-55 212-251
protéines et de peptides étalons (Source : Tri- et Dipeptides <05 > 251

Schweizer, 2002).

1.5, CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE EN PHASE
INVERSE (CLHP-PI) COUPLEE A LA SPECTROMETRIE DE MASSE.

Les hydrolysats sont analysés par chromatographie en phase inverse (CLHP-PI) couplée a la
spectrométrie de masse (SM) suivant la méthode mise en ceuvre par Schweizer (2002).

Les mélanges peptidiques, filtrés a 0,22 um avec un filtre seringue, sont séparés (injection de
10 pL & 20 g/L) sur un systéme CLHP équipé d’une colonne Cyg Prosphere 300 A (250 mm x
2,1 mm) et d’un détecteur UV. Les analyses sont réalisées a 35 °C. L’élution est realisée a 0,2
mL/mn de 0 a 43 mn et a 0,3 mL/mn de 43 a 63 mn. Un gradient linéaire est appliqué pendant
43 mn de 100 % d’un mélange d’H,O/ACN/TFA (95/5/0,5) (solvant A) a 50 % d’un mélange
d’H,O/ACN/TFA (5/95/0,05) (solvant B). Puis la colonne est rincée 5 mn avec 100 % de
solvant B a 0,3 mL/mn afin d’éliminer les molécules adsorbées sur la matrice de la colonne.
La colonne est ensuite restabilisée en 100 % de solvant A pendant 15 mn a 0,3 mL/mn. La
détection des peptides est réalisée a 214 nm.

La distribution du caractére hydrophobe/hydrophile des peptides est déduite de la courbe de
calibration de la colonne montrée en figure M.II1.5 (Schweizer, 2002). Tout d’abord, le
chromatogramme du solvant est soustrait a celui de I’échantillon. Comme montré dans le
tableau M.I11.3, les chromatogrammes sont ensuite divisés en quatre fractions suivant I’indice

d’hydrophobie (IH) des peptides et donc suivant leur nature hydrophile/hydrophobe. La
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proportion de chaque fraction, exprimée en %, est calculée comme étant I’aire de la fraction

considérée divisee par I’aire totale du chromatogramme.

35 -
30 |
s 25 | Tableau M.II1.3: intervalles d’indice d’hydrophobie,
2 * nature hydrophile/hydrophobe et de temps de rétention
2 20 correspondants.
o
E 15 - ¢ Fraction Nature Temps de
° d’indice hydrophile / rétention
8 10 1 L d’hydrophobie hydrophobe des (mn)
2 peptides
S <5 hydrophile <6
5-10,5 amphiphile 6-275
O 105-26 hydrophobe 275-37
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 > 26 trés hydrophobe 3748

temps de rétention (mn)

Figure 111.5 : relation, obtenue par CLHP-PI,
reliant I’indice d’hydrophobie et le temps de
rétention de peptides étalons sur une colonne
Cis Prosphere 300 A, UV 214 nm. (Source :
Schweizer, 2002).

Les peptides separés par CLHP-PI sont directement analyses par spectrométrie de masse. Le
spectrometre de masse est un SCIEX API 150EX simple quadripole avec une source
d’ionisation du type ESI (electrospray ionisation). Toutes les analyses sont réalisées en mode
d’ionisation positive. Les paramétres opératoires sont les suivants : gamme de balayage entre
100 et 1500 unités de masse (m/z), tension d’orifice de 60 V, durée du balayage de 1,4 s, taille
du pas de 0,2 unité de masse (m/z), temps de réponse (dwell time) de 0,1 ms. Le logiciel
Masschrom permet de traiter les données.

A partir des chromatogrammes CLHP-PI et des spectres de masse, les cartes peptidiques de
chaque hydrolysat sont constituées. Pour cela, les spectres de masse sont analysés toutes les
10 s. Tous les pics de masse dont I’intensité est supérieure a 15000 coups par seconde (cps)
sont seélectionnés (seuil arbitraire). Chaque pic est supposé correspondre a un peptide de
masse MH". Leurs temps de rétention correspondant sont aussi notés. Les cartes peptidiques
constituées sont alors comparées d’hydrolysat a hydrolysat. Deux peptides sont considérés
similaires, d’une part, si leurs temps de rétention sont similaires a plus ou moins 0,5 mn et,
d’autre part, si leurs masses MH" sont similaires a plus ou moins 0,6 unités de masse. Le

pourcentage de similarité entre deux cartes peptidiques est défini par I’équation suivante :
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( Nombre de peptides similaires entre les deux cartes peptidiques

% de similarité = 100 - x 100

LNombre total de peptides présents dans les deux cartes peptidiques

Réactifs : acétonitrile (Merk, 114291), acide trifluoroacétique (Fluka, 91703).

Matériel : colonne C18 Prosphere 300A (Alltech, C6000B), systéme de chromatographie liquide (Perkin Elmer
série 200, Perkin Elmer), détecteur UV (PE 785A, Perkin Elmer), spectrométre da masse (Sciex APl 150EX,
Applied Bisystems), filtre seringue (Millex, Millipore).

111.6. PROPRIETES FONCTIONNELLES DES HYDROLYSATS.
111.6.1. Solubilité azotée des hydrolysats.

La solubilité azotée des hydrolysats a été déterminée a pH 4,5. Un pH de 4,5 a été choisi parce
qu’il correspond au pl de I’isolat de globulines, c'est-a-dire au pH ou les protéines sont
initialement non solubles. Un aliquot de 10 mL de I’hydrolysat est prelevé et ajusté avec des
solutions d’HCI a pH 4,5. La fraction soluble est séparée de la fraction insoluble par
centrifugation a 6000 g pendant 10 mn a température ambiante. Le surnageant est filtré sur
filtre seringue 0,22 um. L’azote total (N x 6,25) de la fraction soluble est dosé par la méthode
Kjeldahl. La solubilité & pH 4,5 est calculée par la formule suivante :
Azote total dans la fraction soluble a pH 4,5 (g)

Solubilité (%) = x 100
Azote total dans I’hydrolysat (g)

Réactif : HCI (Carlo Erba, 403872). Matériel : pH-meétre (PHM 62, Radiometer), filtre seringue (Millex,
Millipore), centrifugeuse (Sigma 302K, Sigma).

111.6.2. Capacité a retenir I’huile.

La capacité des hydrolysats a retenir I’huile est déterminée par la méthode de Vioque et al.
(2000). 0,5 g d’hydrolysat est mélangé avec 5 mL d’huile de soja pendant 10 mn avec un
agitateur magnetique. Le mélange est alors centrifuge a 2200 g pendant 30 mn a température
ambiante. Le volume de surnageant est mesuré. La capacité de I’hydrolysat a retenir I’huile

est définie comme étant le volume d’huile retenu, en mL, par 100 g d’hydrolysat.

Réactif : huile de soja (Sigma, 33H1127). Matériel : centrifugeuse (Jouan M14.11).
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111.6.3. Capacité moussante et stabilité moussante.

Les méthodes décrites par Viogue et al. (2000) sont utilisées. 25 mL de I’hydrolysat a 1,5 %
(p/v) sont homogeénéisés a 8000 trs/mn pendant 5 mn a I’aide d’un ultraturax. Le mélange est
immédiatement transféré dans un flacon gradué. La capacité moussante est définie comme
étant le pourcentage du volume de mousse (mL) divisé par le volume total du mélange (mL).
La stabilité moussante est definie comme étant le pourcentage de mousse restant aprés un

temps donné : 5, 15, 30, 60 ou 120 mn, a température ambiante.

Matériel : homogeénéisateur (Ultraturax T25 Janke & Kunkel, Labortechnik).

111.6.4. Activité émulsifiante et stabilité de I’émulsion.

L activité émulsifiante de I’hydrolysat est déterminée par la méthode de Vioque et al. (2000).
20 mL de I’hydrolysat solubilisé a une concentration de 7 % (p/v) sont homogénéisés avec un
ultraturax pendant 30 s a 8000 tr/mn. Puis 10 mL d’huile de soja sont ajoutés a la solution et
le mélange est a nouveau homogénéisé 30 s a 8000 tr/mn. 25 mL d’huile de soja sont encore
ajoutés et le mélange est homogéneéisé pendant 90 s. Le mélange émulsifié est placé dans un
tube de centrifugation préalablement gradué. La solution émulsifiée est alors centrifugée a
1100 g pendant 5 mn a température ambiante. L’activité émulsifiante est calculée comme
étant le rapport du volume de la couche émulsifiée apres centrifugation (mL) sur le volume de
I’émulsion avant la centrifugation (mL).

La stabilité de I’émulsion est determinée en utilisant les échantillons précédents. Ces derniers
sont chauffés pendant 15 mn a 85 °C. Apres leur refroidissement a température ambiante, ils
subissent une nouvelle centrifugation & 1100 g pendant 5 mn. La stabilité de I’émulsion est
déterminée comme étant le pourcentage de I’activité émulsifiante restante apres I’étape de

chauffage.

Réactif : huile de soja (Sigma, 33H1127). Matériel : homogénéisateur (Ultraturax T25 Janke & Kunkel,
Labortechnik), bain-marie (Polystat 33, Bioblock), centrifugeuse (Jouan M14.11).
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I1.7. ACTIVITE BIOLOGIQUE DES HYDROLYSATS SUR LA CROISSANCE DE
CELLULES ANIMALES CULTIVEES DANS UN MILIEU SANS SERUM.

L’effet des fractions solubles des hydrolysats (appelés hydrolysats solubles), en tant qu’additif
ou substitut dans les milieux de culture de cellules animales ne contenant pas de sérum de
veau feetal, est évalué sur la croissance de cellules animales.

Les cellules mammaliennes utilisées sont des cellules CHO C5 (Chinese Hamster Ovary C5),
tres employées dans I’industrie pharmaceutique pour la production de protéines
recombinantes. Elles sont cultivées dans un milieu de référence composé d’un milieu de base
RPMI 1640, de TIB (albumine, insuline, transferrine et sélénium), de glutamine (2 mM) et de
minéraux. Elles sont propagées dans des flacons de Roux, a 37 °C sous atmosphére contenant
5 % de CO,. Cette lignée cellulaire est adaptée a la culture en suspension.

Afin de quantifier I’influence des hydrolysats solubles sur la croissance de cellules animales,
ces derniéres sont cultivées pendant 7 a 8 jours dans des plaques a 96 puits, chaque puit
contenant 200 uL de milieu formulé, et les plaques sont placées dans un incubateur (37 °C,
atmosphére humide, 5 % de CO,). Les milieux formulés (de pH 7,4) sont composes du milieu
de référence dans lequel est ajouté soit I’hydrolysat soluble afin d’obtenir une concentration
finale de 2, 4 ou 6 g/L (concentration initiale de I’hydrolysat = 20 g/L, volume ajouté < 60
uL), soit de I’eau (méme volume que I’hydrolysat) afin de constituer un témoin. Deux types
d’expériences sont conduites. Les premieres expériences sont réalisées pour évaluer
I’influence des hydrolysats en tant qu’additif. Les secondes sont conduites afin de déterminer
I’influence des hydrolysats en tant que substitut a certains composants du milieu de référence
tels que les protéines contenues dans les TIB (insuline, transferrine et albumine) ou les
éléments traces (sels, métaux). Un hydrolysat de blé, I’hydrolysat HP4605 de chez Quest
International, connu pour favoriser la croissance des cellules eucaryotes, est utilisé comme
témoin positif.

Pour chaque hydrolysat évalué, la croissance des cellules est observée dans huit puits
distincts. Chaque puit est ensemencé & une densité cellulaire d’environ 0,8 x 10° cellules/mL ;
cette concentration permet de suivre une cinétique de croissance des cellules sur 120 h. En
effet, celle-ci est suffisante pour éviter une phase de latence trop longue et, a I’inverse, elle est
assez limitée pour ne pas atteindre une confluence du puit trop rapidement. La croissance des
cellules est suivie, en quantifiant, par analyse d’images, le nombre de cellules totales dans

chaque puit grace au systéeme Cellscreen (Innovatis AG, Allemagne). Le Cellscreen est un
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systeme composé d’un objectif x 10, d’un systeme de photographie numérique et d’un
analyseur d’images. Le nombre de cellules totales (sans discrimination des cellules mortes)
est mesuré a la fréquence d’une analyse par jour, pendant 4 & 10 jours.

Ces experiences permettent ainsi de cribler les hydrolysats potentiellement actifs sur la
croissance de cellules animales (Brinkmann et al., 2002). Bien que les cinétiques soient
étudiées dans un systeme statique, le Cellscreen présente I’intérét d’étre un systéme non
invasif qui nécessite trés peu de matériel. Grace aux images numérisées, ce systeme permet

aussi d’observer la morphologie des cellules.

Réactifs : RPMI 1640 (Sigma), TIB (5 g/L d’albumine bovine, 5mg/L d’insuline bovine, 5 mg/L de transferrine
humaine, 1 mM de pyruvate de sodium, 0,1 uM de L-alanine, 1 UM de putrescine, 3 UM de sulfate de fer, 3 uM
de sulfate de zinc, 10 nM de sulfate de cuivre et 10 nM de sélénite de sodium), hydrolysat de blé (HP4605, Quest
International).

Matériel : Compteur de cellules par analyse d’images numériques (Cellscreen, Innovatis AG), plaque 96 puits
(Nunc), étuve (Jouan).
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I. PREPARATION D’ISOLATS PROTEIQUES ET D’HYDROLYSATS
FONCTIONNELS A PARTIR DE TOURTEAUX DE COLZA.

I.1. INTRODUCTION.

La premiére partie de ce travail est consacrée a I’élimination des composés non-protéiques du
tourteau de colza tels que les fibres, les lipides, I’acide phytique, les composés phénoliques,
les minéraux, I’azote non-protéique afin de s’affranchir de certains de leurs effets potentiels
visant a dégrader les propriétés d’intérét des peptides ou a modifier le processus hydrolytique
des protéases lors de la génération des peptides.

La phase préliminaire de cette étude a pour objectif de mettre en ceuvre différents procédés
d’obtention d’isolats protéiques a partir d’une farine de tourteaux industriels de colza et de les
évaluer sur des critéres technico-économiques tels que le rendement et la pureté protéiques du
produit final, le colt et la faisabilité technique a I’échelle industrielle.

Dans une seconde phase, le procédé le plus satisfaisant sera optimisé. Pour cela, le suivi de la
composition chimique des produits intermédiaires obtenus au cours du procédé et la
caractérisation des protéines les constituant seront réalisés afin d'identifier le rdle de chaque
étape sur la détoxification de la farine et de s’assurer une élimination satisfaisante des
COmMpOSés non-protéiques.

L’objectif de la troisieme phase sera de caractériser et d'évaluer l'influence de I'hydrolyse
enzymatique sur les propriétés fonctionnelles des isolats précédemment produits.
Classiquement utilisée dans I’agroalimentaire pour améliorer les propriétés fonctionnelles des
protéines, I’Alcalase 2,4L sera la préparation commerciale d’enzymes retenue pour effectuer

les hydrolyses.

.2. EVALUATION DE DIVERS PROCEDES POUR L’ISOLEMENT DE
PROTEINES DE COLZA.

Beaucoup de travaux ont été entrepris afin de detoxifier la farine de graines de colza ou celle
de tourteaux. Suivant le degré de pureté recherché pour la matiére protéique finale, plusieurs
procédés ont été proposeés. Ceux-ci different par leur complexité, leur codt et leur facilité
d’extrapolation a I’échelle industrielle. En général, le procédé de base pour obtenir une
solution enrichie en protéines consiste en une extraction de la farine en milieu alcalin (NaOH

ou NaySQOy) ou salin (NaCl), suivie d’une étape de récupération des protéines solubilisées soit
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par précipitation (au point isoélectrique des protéines ou par ajout d’agents précipitants), soit
par la mise en ceuvre de techniques membranaires (ultrafiltration, dialyse).

Quatre procédés, inspirés de la littérature, ont été développeés. Ils ont en commun I’étape
d’extraction des protéines de la farine avec de la soude 0,1 N. En effet, pour des
concentrations comprises entre 0,02 et 0,2 N, la soude est reconnue pour étre I’'un des
meilleurs solvants d’extraction des protéines de la farine de colza permettant une bonne
solubilité des protéines, une absence de formation de lysino-alanine tout en limitant la
destruction ou la racémisation des acides aminés. La durée de cette étape d’extraction a été
fixée a 1 heure parce qu'aucun gain significatif du rendement de solubilisation de la matiére
protéique n'est obtenu avec des temps plus longs (Schweizer, 2002 ; Klockeman et al., 1997).
Dans un premier temps, le ratio farine/NaOH utilisé dans cette partie de I’étude est de 50 g/L.
Cette valeur a été choisie car, d’apres plusieurs travaux, les rendements d’extraction les plus
importants ont été observés pour des ratios variant entre 25 et 100 g/L (EI-Nockrashy et al.,
1977 ; Gongalves et al., 1997 ; Tzeng et al., 1988).

Le procédé n° 1, constitué d’une extraction et d’une précipitation isoélectrique des protéines,
est le procédé classiquement retrouvé pour la production d’isolats protéiques a partir de
farines de colza. Dans le procédé n° 2, inspiré des travaux de Gongalves et al. (1997) et de
Lacroix et al. (1988), une pré-extraction de la farine est réalisée avec un mélange solvants
organiques/eau (appelée étape de « dépolyphénolisation ») afin d’éliminer les polyphénols, les
glucosinolates, les sucres solubles et les lipides polaires. Le procédé n° 3 s’inspire de
quelques travaux portant sur I’utilisation de la dialyse pour concentrer les protéines extraites a
partir de matieres végétales (Folawiyo et Owusu Apenten, 1997 ; Schwenke et al., 1981 ;
Mohamad Ramlan et al., 2002). La précipitation des protéines par adjonction de sel est la
méthode de purification protéique utilisée dans le procédé n° 4. Elle fait intervenir le caractere
plus ou moins hydrophobe des protéines. Le sel choisi dans ce travail est le sulfate

d’ammonium, sel le plus communément employé (Tessier et al., 1992).

Ces procédés de détoxification de la farine de tourteaux de colza, succinctement schématisés
dans la figure 1.1, ont été comparés, d’une part, en fonction de la pureté et du rendement
protéiques des produits intermédiaires et du produit final, d’autre part, en fonction du type de

protéines isolées, et enfin, suivant la composition en acides aminés des protéines.
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Farine de tourteaux Farine de tourteaux Farine de tourteaux Farine de tourteaux
de colza de colza de colza de colza
<~

Extraction avec une solution de
méthanol/acétone/eau (7/7/6),
ultraturax

Extrait g
polyphénol Farine
dépolyphénolée

Extraction basique Extraction basique Extraction basique Extraction basique

Agitation orbitale Agitation orbitale Agitation magnétique Agitation magnétique
ETAPE DE
SOLUBILISATION DES
PROTEINES *\ \

Farine ( \ Farine Farine \Fanne
Extrait protéique résiduelle Extrait protéique résiduelle Extrait protéique résiduelle Extrait protéique résiduelle
Précipitation isoélectrique (pH 4,5) Précipitation isoélectrique (pH 4,5) Dialyse contre eau Précipitation par aj.out de sulfate
d'ammonium

ETAPE DE RECUPERATION Dialyse contre eau
DES PROTEINES E—
SOLUBLES \ v \

Précipité Surnageant Précipité Surnageant Extrait protéique Précipité au sulfate
isoélectrique isoélectrique dialysé d'ammonium dialysé

Figure 1.1 : schéma synthétisant les différents procédés d’isolement étudiés dans ce travail.

1.2.1. Influence des procédés d’isolement sur la pureté et le rendement protéiques

des produits intermédiaires et du produit final.

Le tableau 1.1 présente le rendement protéique et la pureté protéique des produits
intermédiaires et du produit final obtenus par les divers procédés.

Il apparait, tout d’abord, que la farine de tourteaux industriels de colza est assez riche en
protéines puisque sa teneur en protéines sur la base de la matiére séche est de 41,4 %. Cette
valeur est comparable a celles classiquement retrouvées dans la littérature, c'est-a-dire entre
30 et 45 % (Rozan, 1997 ; Vioque et al., 2000).

Le tableau 1.1 montre que tous les procédés étudiés conduisent a la production de concentrats
protéiques puisque les produits finaux présentent une pureté comprise entre 60 et 90 %.
Cependant, les concentrats obtenus avec les procédés 2 et 4 se distinguent des deux autres par
leur pureté protéique plus élevee, de I’ordre de 20 %. Le procedé 1 se différencie aussi des
autres par sa faible capacité a récupérer les protéines. En effet, avec ce procédé classique
extraction/précipitation, seulement 16 % des protéines initialement présentes dans la farine
sont retrouvées dans le précipité isoélectrique alors que les autres proceédés permettent
d’atteindre un rendement protéique global de 26 — 29 %.
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Tableau 1.1 : puretés protéiques et rendements protéiques des produits obtenus a chaque étape des différents
procédés étudiés.

en protéines  Procédén®1 Procédén®2 Procédén®3 Procédén®4

(%)

Farine de tourteaux Rendement 100 100 100 100
de colza Pureté 41,4 41,4 41,4 41,4
Etape de Rendement - 100,6 +1,2 - _
dépolyphénolisation  Pureté - 56,6 £ 3,2 - -
Etape d’extraction Rendement 45,9 (35,9%) 58,5 (44,0%) 35,9* 35,9*
des protéines Purete 49,9 (41,0%) 69,1 (60,4%) 41,0% 41,0%
Etape d’isolement des Rendement 160+11 26,4+3,2 276+17 28,8+20
protéines solubles Pureté 722+19 86,6 +0,9 73,3+2,0 87,0+23

Couleur Brun foncé Brun clair Brun Brun clair

*: extraction avec un systéme d’agitation magnétique.

La comparaison entre les procédés 1 et 2 montre que I’étape de dépolyphénolisation de la
farine permet d’améliorer significativement la pureté et le rendement protéiques du produit
final. La pureté protéique élevée du précipité isoélectrique final obtenu par le procédé 2 (~ 87
%) provient du fait que I’extrait protéique est plus riche en protéines que celui issu du procédé
1. L’étape de dépolyphenolisation permettrait d’éliminer partiellement certains composés
solubles dans les milieux basiques (composés phénoliques, glucosinolates, azote non-
protéique, lipides polaires). Cette étape permet aussi d’améliorer la solubilisation des
protéines puisque les rendements protéiques sont plus importants. Deux effets peuvent
expliquer ce fait. D’une part, Iutilisation d’un homogénéisateur (de type ultraturax) lors de
I’étape de depolyphénolisation permettrait de broyer les particules de la farine de facon tres
fine, induisant alors leur meilleure solubilisation lors de I'extraction en milieu basique.
D’autre part, suite a I’élimination d’une partie des composés phénoliques et de I’acide
phytique, la formation des complexes protéines/polyphénols ou protéines/acide phytique
défavorable a la solubilisation des protéines lors de I’étape d’extraction serait limitee.

D’apres le tableau 1.1, le systeme d’agitation de type orbital permet de mieux solubiliser les
protéines que celui de type magnétique. Les rendements et pureté protéiques sont
respectivement augmentés de 28 — 32 % et de 15 — 22 %. Ces résultats sont en accord avec
ceux de Klockeman et al. (1997). Cependant, quel que soit le systeme d’agitation, seulement
36 a 59 % des protéines de la farine sont extraites. Ces valeurs d’extraction expliquent, en
partie, les faibles rendements protéiques finaux observés pour les concentrats. Cette mauvaise
solubilisation des protéines, observée dans plusieurs travaux (Jensen et al., 1995 ; Tzeng et

al., 1990), proviendrait de I’état fortement déenaturé des proteines qui restent alors insolubles
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méme dans des milieux alcalins. Cette insolubilisation des protéines est probablement liée au
traitement thermique lors de I’extraction industrielle de I’huile des graines (Mohamad
Ramlan, 2002 ; Jensen et al., 1995).

Contrairement a la précipitation isoélectrique qui ne permet de récupérer qu’un tiers des
protéines présentes dans I’extrait protéique (procédé n° 1), la dialyse de ce dernier (procédé n°
3) permet d’en récupérer au moins les trois quarts. En comparant les procédés n° 3 et n° 4, la
précipitation des protéines, par ajout de sulfate d’ammonium avant la dialyse, permet
d’augmenter la pureté protéique du dialysat d’environ 19 % (de 73 a 87 %) sans perte en
protéines.

Chaqgue concentrat est caractérise par une couleur brune plus ou moins intense associée a la
présence plus ou moins importante de polyphénols (Naczk et al., 1998 ; Godon, 1996). Les
concentrats des procédés 2 et 4 sont les plus clairs suggérant une élimination partielle de ces

derniers au cours de leur préparation.

1.2.2. Caractérisation des protéines par CLHP-ET.

Les protéines des différentes fractions protéiques obtenues au cours des procédés étudiés ont
été analysées par CLHP-ET. Le profil de taille des protéines présentes dans les extraits
protéiques et les concentrats est montré dans la figure 1.2.

D’apres la courbe d’étalonnage de la colonne d’exclusion de taille obtenue avec des protéines
et des peptides synthétiques, il est possible de distinguer 5 classes de matiére azotée : les
globulines ( 300 - 350 kDa) ou les myrosinases (65 - 75 kDa) directement exclues de la
colonne (tr ~ 13,5 mn), les grosses protéines dont les sous-unités des globulines (supérieures a
22 kDa) ou les oléosines (~ 20 kDa) éluees a des temps inférieurs a 18,8 mn, les albumines
dont la taille moléculaire est comprise entre 12,5 et 14,5 kDa (tr ~ 19,5 mn), les peptides
inférieurs a 10 kDa entre 24 et 33 mn, et les acides aminés et autres petites molécules

absorbant a 214 nm élués a des temps de rétention autour de 34,5 mn.

Les extraits protéiques issus des procédés 1, 3 et 4 seraient composés de I’ensemble des

molécules azotées citées ci-dessus avec une prédominance pour les albumines (figure 1.2).
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Figure 1.2 : chromatogrammes d’exclusion de taille des extraits protéiques et concentrats obtenus lors des
différents procédés étudiés. 1 : globulines et myrosinases, 2 : grosses protéines (sous-unités de globulines et
oléosines), 3 : albumines, 4 : petits polypeptides, tri- et dipeptides, et 5 : acides aminés libres et autres peptides
molécules. Systéme chromatographique : colonne Superdex Peptide H/R 10/30, détection : 214 nm, solvant :
eau/ACN/TFA (60/40/0,1), débit : 0,6 mL/mn.
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Lorsque la farine est dépolyphénolée (procedé 2), I’extrait protéique serait exempt de petits
peptides, acides aminés libres et autres petites molécules non-protéiques. Comme montré par
Schwenke (1994) et Liu et al. (1995), I’extraction de la farine avec des solvants

hydroalcooliques permettrait d’éliminer la matiére azotée non-protéique.

Les précipités isoélectriques (procédés 1 et 2) seraient principalement composés de globulines
et de grosses protéines (environ 75 %) et d’albumines (environ 25 %). Le précipité
isoélectrique issu du procédé 1 présenterait encore des petites molécules visualisées dans le
chromatogramme par la présence d’un petit pic a 35 mn. Les surnageants résiduels des
procédés 1 et 2 seraient principalement composés d’albumines. Celui obtenu a partir du
procédé 1 se distinguerait de celui issu du procédé 2 par la forte proportion en petites
molécules de nature peptidique et/ou non-protéique. Les albumines, qui ont un pl basique (=
9) resteraient solubles au pH isoélectrique des globulines. De nature hydrophile et chargée,

ces derniéres et les petits peptides ne précipiteraient pas.

Le précipité au sulfate d’ammonium et I’extrait dialysé (procédés 3 et 4) se distingueraient
des précipités isoélectriques (procédés 1 et 2) par le fait qu’ils seraient principalement
composeés d’albumines et de grosses protéines (avec une proportion moindre en globulines). Il
se caractériserait aussi par I’absence de petits peptides et autres molécules de taille
moléculaire inférieure a 1000 Da. Lors de la dialyse, ces molécules ont probablement diffusé

a travers la membrane de cellulose dont le seuil de coupure est de 12 kDa.

1.2.3. Composition en acides aminés des protéines présentes dans les concentrats.

La composition en acides aminés des protéines des différents concentrats est présentée dans le
tableau 1.2. Elle est relativement similaire d’un concentrat a I’autre et assez proche de celles
retrouvées dans la littérature (Rozan et al., 1997). Les concentrats sont riches en acides
glutamique et aspartique et leur amides, ainsi qu'en arginine, ce qui est caractéristique des
protéines de réserve (Godon, 1996). Toutefois, les proportions en méthionine et en lysine sont
plus faibles que celles classiqguement indiquées dans la littérature (Schwenke et al., 1981).
Ceci suggere un traitement thermique plutbt sévere au cours de la trituration des graines pour
la production d’huile (Jensen et al., 1995).

Par rapport aux recommandations de la FAO/WHO/UNO, les concentrats sont insatisfaisants

en méthionine et en cystéine, particulierement celui obtenu par le procédé classique
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extraction/précipitation (procédé 1). Excepté cette derniére considération, la composition en
acides aminés des concentrats est en adéquation avec celle recommandée par la FAO.

Le dialysat du précipité au sulfate d’ammonium se distinguerait des autres concentrats par une
plus forte proportion en acide glutamique et glutamine. Ceci peut s’expliquer par une
proportion albumine/globuline différente suivant le concentrat considéré. Les précipités
isoélectriques des procédés 1 et 2 possederaient une composition en acides aminés similaires a
I’exception de quelques acides aminés tels que la tyrosine, la valine et la proline. Etant donné
que leur proportion entre albumines et globulines est quasiment identique, les différences
seraient plut6t liées a leur mode de préparation, et plus particulierement a I’étape de

dépolyphenolisation de la farine.

Tableau 1.2 : composition en acides aminés des protéines présentes dans les diverses matieres protéiques
produites (% massique).

MPV produites Farine de Recommandation
Acide aminé Précipité Précipité Dialysat du tourteaux de
L ! . ! it o par la

(g /100 gde isoélectrigue du isoélectriqgue du  procédé n°4  colza (Rozan et FAO/MHO/UNO
protéines) procédé n° 1 procédé n° 2 al., 1997)

Asx 9,2 11,3 9,3 7,1 -
Glx 19,4 19,7 24,3 16,5 -
Ser 3,9 3.1 3,9 4,2 -
His 3,7 3,7 3,7 3,7 1,9
Gly 51 51 4,6 55 -
Thr 4,5 4,6 4,5 4,5 34
Ala 3,8 3,8 3,8 3,8 -
Arg 11,1 9,8 8,4 6,4 -
Tyr 4,4 2,9 2,9 - -
Cys 0,2 0,2 0,4 - -
Val 8,8 54 6,2 4,6 3,5
Met 0,5 (0,7%) 1,2 (1,4%) 1,2 (1,6%) 5,2* 2,5*
Phe 3,9 (8,3**) 5,3 (8,2**) 4,0 (6,9*%*) 4,3%* 6,3**
lle 4,0 4,1 4,1 3,3 2,8
Leu 8,0 8,1 7,1 6,4 6,6
Lys 57 4,6 4,6 6,8 5,8
Pro 4,3 7,0 7,0 9,5 -
Trp n.d. n.d. n.d. 0,9 -

*: Met + Cys ; ** : Phe + Tyr ; n.d. : non déterminé.

1.2.4. Récapitulatif de la préparation de concentrats par différents procédes.

Les différents procédés mis en ceuvre ont permis d’obtenir des concentrats protéiques mais
avec des rendements en protéines relativement faibles. Les concentrats protéiques produits
sont équilibrés en acides aminés. Les procédés mettant en ceuvre une précipitation

isoélectrique (procédés 1 et 2) permettent de produire des concentrats riches en globulines et
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en grosses protéines tandis que ceux mettant en ceuvre une étape de dialyse (procédés 3 et 4)
sont principalement composés d’albumines et de grosses proteines.

Toutefois, les procédés les plus performants en terme de pureté et de rendement protéiques
sont les procédés mettant en ceuvre soit une pré-étape d’extraction de la farine avec un solvant
hydroalcoolique (procédé 2), soit une précipitation des protéines par ajout de sels suivie d’une
dialyse (procédé 4). Ce dernier nécessite cependant une quantité élevée de sulfate
d’ammonium non recyclable, ce qui le rend colteux. En ce qui concerne le procéde n° 2,
I’étape de dépolyphénolisation de la farine nécessite l'utilisation de solvant, impliquant
également un colt important mais elle présente I’avantage d’étre extrapolable a I’échelle
pilote (Kozlowska et Zadernowski, 1983). De plus, dans un tel procédé, le recyclage de
I’alcool est envisageable. C’est pourquoi, le procédé n° 2 a finalement été choisi comme
protocole de base pour la détoxification de la farine et la purification des protéines de cette

derniére.

Cependant, afin de rendre le procédé moins dangereux et plus viable économiquement, nous
avons décidé de changer de solvant hydroalcoolique en optant pour un mélange éthanol/eau.
En effet, autorisé comme solvant d’extraction dans la fabrication d’ingrédients alimentaires a
partir de matiéres végétales (directive du conseil CEE, 1988), celui-ci est moins colteux, plus
facile a recycler par distillation et moins toxique que le mélange méthanol/acétone/eau. Il
nous est également apparu plus économique de réduire le nombre d’extractions successives de

la farine.

1.3. PREPARATION D’ISOLATS PROTEIQUES.

A partir des considérations précédentes, une étude a été conduite afin d’obtenir un isolat
protéique (pureté > 90 %) plut6t qu’un concentrat protéique tout en essayant d’améliorer le
rendement protéique.

Pour cela, le procédé n° 2 précédent a été amélioré en étudiant, tout d’abord, I’influence du
ratio éthanol/eau (v/v) lors de I’étape de dépolyphénolisation de la farine et du ratio farine
dépolyphénolée/solvant basique (p/v) lors de I’étape d’extraction des protéines. Dans un
deuxiéme temps, la mise en ceuvre de la dialyse sur le précipité isoélectrique et de procédés de
récupération des protéines restantes dans les fractions résiduelles comme la farine résiduelle
(aprés extraction basique) ou le surnageant résiduel (aprés précipitation isoélectrique) a

également été étudiée. La figure 1.3 présente un schéma général du procédé étudié.
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Figure 1.3 : procédés étudiés pour I’obtention d’isolats protéiques a partir de farine de tourteaux de colza.

Afin de s’assurer d’une élimination satisfaisante des composés antinutritionnels et de mieux

comprendre I’impact de chaque étape du procédé sur la détoxification de la farine, la

composition chimique globale de certains produits intermédiaires obtenus au cours du procédé

a éte déterminée. Cette etude inclut aussi la caractérisation des protéines présentes dans les

matieres protéiques finales par CLHP-ET et par gel électrophorétique SDS-PAGE. Enfin, afin

de vérifier la nécessité de I’étape de dépolyphénolisation de la farine, les expériences

précédentes ont également été réalisees avec la farine originelle (non dépolyphénolée).
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1.3.1. Elimination des polyphénols de la farine avec un solvant éthanol/eau.

La premiére phase de cette étude a été de déterminer le ratio éthanol/eau le plus approprié
pour la dépolyphénolisation de la farine. D aprés le tableau 1.3, plus ce ratio augmente, plus la
pureté proteéique de la farine augmente et plus les pertes en protéines sont faibles. Certains
travaux (Bérot et al., 1983) ont également montré que les concentrations les plus élevées en
éthanol sont les plus appropriées pour I’élimination des polyphénols de la farine de colza.
C’est pourquoi, nous avons choisi le ratio 2:1. Lorsque la farine est extraite 4 fois
successivement avec ce mélange, la farine obtenue posséde une pureté protéique de I’ordre de
48 % avec une perte en protéines inférieure a 10 % (tableau 1.3). Ces valeurs sont inférieures a
celles trouvées lorsque la farine est extraite 8 fois avec un mélange méthanol/acétone/eau,

mais elles demeurent satisfaisantes.

Tableau 1.3 : extraction de la farine avec un mélange éthanol/eau. Influence du ratio volumique éthanol/eau et
du nombre d’extractions successives de la farine.

Pureté Rendement
protéique (%) protéique (%)
Farine de tourteaux de colza 41,4 100

Farine extraite 1 fois avec un mélange éthanol/eau (2:1, v/v) 439+21 95,0+ 3,7
Farine extraite 1 fois avec un mélange éthanol/eau (1:1, v/v) 41,2+0,1 88,4+15
Farine extraite 1 fois avec un mélange éthanol/eau (1:2, v/v) 40,2+0,6 86,4+24
Farine extraite 4 fois avec un mélange éthanol/eau (2:1, v/v) 47,8+0,8 91,2+3,0
Farine extraite 8 fois avec un mélange méthanol/acétone/eau (7:7:6, v/viv) 56,6 + 3,2 100,6 £1,2

La composition chimique des farines est présentée dans le tableau 1.4. La farine de tourteaux a
une composition chimique semblable a celle trouvee par Rozan (1997) ou Vioque et al.
(2000). L’étape de depolyphénolisation permet d’éliminer 50 % des lipides, 30 % des fibres
ou des sucres solubles et 75 % des composés phénoliques de la farine. De tels résultats
concordent avec ceux trouvés par Bérot et al. (1983). Finalement, par rapport a la farine
originelle, la farine dépolyphénolée est caractérisée par une teneur en protéines plus
importante (48 % contre 41 %) et par une teneur plus faible en lipides (2,1 % contre 3,2 %),
en composés phénoliques (0,4 % contre 1,3 %) et en fibres (40 % contre 45 %).

Les principaux composés phénoliques extraits de la farine sont les acides et non les tanins.
Les composés phénoliques non solubilisés dans le mélange hydroalcoolique (extrait
«polyphénol») sont certainement ceux qui sont liés aux protéines par liaisons covalentes,
hydrophobes, ioniques ou hydrogénes. De plus, cette étape ne permet pas d’éliminer l'acide
phytique, d’ou une Iégere augmentation de leur teneur dans la farine dépolyphénolée (teneur
de 1,4 %).
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Tableau 1.4 : composition chimique de la farine, de la farine dépolyphénolée par quatre extraction successives
avec un mélange éthanol/eau (2:1, v/v) et de I’extrait polyphénol.

Teneur en % (base de la Quantité en g a partir de 100 g de
matiere seche) farine de tourteaux
Fraction Farine de Farine Farine de Farine Extrait
tourteaux  dépolyphénolée |  tourteaux  dépolyphénolée polyphénol
protéines 414 47,8 37,8 34,5 1,7
lipides 3,25 2,1 3,0 15 1,4
cendres 7,6 8,6 6,9 6,2 0,3
composés phénoliques totaux (*) 1,25 0,4 1,2 0,3 0,8
tanins (*) 0,1 0,1 0,09 0,07 0,02
acides phénoliques (**) 0,3 0,09 0,27 0,06 0,16
acides phytiques 1,2 1,4 1,1 1,0 0,0
fibres + sucres solubles 45,3 39,6 41,3 28,5 14,3

Humidité : farine de tourteaux = 8,7 % et farine dépolyphénolée = 70,5 %. (*) : méthode de Makkar et al.
(1993), (**) : méthode de Xu et Diosady (1997).

1.3.2. Extraction basique et précipitation isoélectrique.

1.3.2.1. Influence du ratio farine (solvant (p/v) sur I’extraction basique.

L’effet du ratio masse seche de farine (dépolyphénolée ou non) / volume de soude sur le
rendement global et la pureté des extraits protéiques a été étudié. La figure 1.4 indique qu’a un
ratio farine/solvant donné, les extraits protéiques issus d’une farine dépolyphénolée sont
caractérisés par une meilleure pureté (50-75 %) que ceux issus d’une farine non traitée (30-45
%). Toutefois, la dépolyphénolisation de la farine ne permet pas d’améliorer significativement
le rendement d’extraction. Ces résultats suggérent que I’étape de dépolyphénolisation permet
d’éliminer de la farine une partie des molécules non-protéiques qui ont la propriété d’étre
solubles dans la soude.
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Figure 1.4 : influence du ratio farine/solvant (g/L) sur la pureté protéique et le rendement protéique global des
extraits protéiques issus d’une farine originelle ( [] ) ou d’une farine dépolyphénolée ([2).
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La figure 1.4 montre également que, pour les deux types de farine utilisés, une augmentation
du ratio farine/solvant permet d’améliorer la pureté protéique mais induit, en contre partie,
une diminution du rendement d’extraction. Des résultats similaires ont également été observés
par Goncalves et al. (1997). Une augmentation du ratio farine/solvant deéfavoriserait la
solubilisation des protéines. L’augmentation de la pureté protéique par augmentation du ratio
farine solvant pourrait s’expliquer par le rapport entre la quantité de sel ajouté et la quantité
de protéines solubilisées.

Enfin, il apparait aussi que les rendements d’extraction sont faibles puisque la meilleure
valeur obtenue ne dépasse pas 50 %. Ceci proviendrait de I’état dénaturé des protéines du
tourteau.

1.3.2.2. Précipitation isoélectrique des extraits protéiques.

Avant de réaliser I’étape de précipitation isoélectrique des protéines, nous avons déterminé le
point isoélectrique de celles solubilisées a partir d’une farine dépolyphéenolée. D’aprés la
figure 1.5, qui présente le profil de solubilité des protéines en fonction du pH, leur minimum
de solubilité se situe entre pH 4 et pH 4,5, valeur également trouvée pour les protéines
extraites a partir de la farine non traitée (Schweizer, 2002). Cette valeur de point isoélectrique
est assez similaire a celles trouvées dans d’autres travaux : pH 5 d’apres Vioque et al. (1999,
2000), pH 4,7 d’aprés Blaicher et al. (1983) mais aussi pH 3,5 d’aprés Chen et al. (1990).
Notons que la présence d’un unique point isoélectrique facilite considérablement la
récupération des protéines. En effet, certains travaux ont mis en évidence la présence de
plusieurs minimum de solubilité impliquant un procédé a plusieurs étapes de précipitation (EI-
Nockrashy et al., 1977).

100 4
75 1
50 1

25 A

Azote protéique soluble (%)

pH

Figure 1.5 : profil de solubilité de la matiére protéique d’un extrait protéique issu d’une farine dépolyphénolée
en fonction du pH.
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La figure 1.6 présente I’effet du ratio farine/soude (p/v) lors de I’extraction de la farine sur le
rendement global et la pureté des précipités isoélectriques. Il apparait que le ratio d’extraction
et le type de farine utilisés n’influencent pas significativement le rendement protéique final
des précipités isoélectriques. Ce dernier est de I’ordre de 18 %, ce qui est trés faible.
Toutefois, cette valeur est assez similaire a celle trouvée par Tzeng et al. (1990) qui ont
réalisé un procédé quasiment identique (extraction basique + précipitation isoélectrique).

Lorsque le rendement protéique de I’étape de précipitation est calculé (tableau 1.5), il est
observé que plus le ratio farine/solvant augmente, plus ce rendement est élevé. Il évolue
d’environ 40 % a 25 g/L a 60 % a 100 g/L. Ainsi, la diminution du ratio farine solvant
améliore la solubilisation des protéines mais induit, en contre partie, une diminution du
rendement de précipitation des protéines. Une augmentation du volume de soude pourrait
défavoriser le phénomene d’agrégation des protéines ou, encore, induire la formation

d’agrégats plus petits qui précipiteraient plus lentement.

100 100
90 - —E g\o, 90
. 801 = Bl E3 S 3o
X = o
S 70 - > 70
S 60 - S 604
@ g
‘g 50 1 % 50 1
© 40 + S_ 40 -
@ | c |
= 30 g 30
o i ) i
20 g 2 T
2 = ’—x—‘ T ’—X—‘ T
10 & 10
0 0
100 50 25 100 50 25
Ratio farine/solvant (g/L) Ratio farine/solvant (g/L)

Figure 1.6 : influence du ratio farine/solvant (g/L) lors de I’étape d’extraction sur la pureté protéique et le
rendement protéique global des précipités isoélectriques. Farine originelle ([] ), farine dépolyphénolée ( I ).

Tableau 1.5 : rendements protéiques de I’étape de précipitation entre les extraits protéiques et les précipités
isoélectriques.

Ratio farine/solvant (g/L) A partir d’une farine non traitée A partir d’une farine dépolyphénolée
25 44,0 38,0
50 52,7 48,7
100 61,5 58,1

La figure 1.6 montre également que le ratio farine/solvant, lors de I’étape d’extraction des

protéines, influence légerement la pureté des précipités isoelectriques. En effet, plus ce ratio
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augmente, plus la pureté protéique semble augmenter. De 25 a 100 g/L, cette derniére passe
de 70 a 80 % pour la farine non traitée et de 80 a 90 % pour la farine depolyphénolée.
De plus, il est observé qu’a un ratio donné, la dépolyphénolisation de la farine permet

d’augmenter la pureté protéique des précipités isoélectriques d’environ 10 points.

1.3.2.3. Dialyse des précipités isoélectriques.

Afin d’améliorer la pureté qui ne dépassait pas 90 %, nous avons procédé a la dialyse des
différents préecipités isoélectriques préalablement ressolubilisés dans de I’eau osmosée.

La dialyse permet d’augmenter la pureté protéique des précipites isoélectriques de I’ordre de
16 % pour ceux obtenus a partir de la farine non traitée (passant de 70-75 % a 82-86 %) et de
I’ordre de 8 % pour ceux issus de la farine dépolyphénolée (passant de 84-85 % a 91-92 %)
(tableau 1.6). Ainsi, les précipités isoélectriques issus d'une farine dépolyphénolée et dialysés
sont des isolats protéiques (pureté protéique > 90 %).

La dialyse provoque aussi une tres légere perte en protéines caractérisee par une diminution

du rendement protéique final de I’ordre de 0,5 %.

Tableau 1.6 : influence de la dialyse sur la pureté protéique des précipités isoélectriques.

Pureté protéique (%) A partir de farine non traité A partir de farine dépolyphénolée
Ratio farine/solvant (g/L) 25 50 25 50
Précipité isoélectrique 70,4+1,4 75,3+0,1 83,6+24 84,7+ 3,0
Précipité isoélectrique dialysé 827+1,6 86,0 +3,3 90,7+1,3 91,8+1,0

Cette étude a permis de montrer que le ratio farine/solvant est un parameétre qui n'influence
pas ou trés peu le rendement et la pureté du produit protéique final. C’est pourquoi, un ratio
de 50 g/L a été choisi lors de la préparation des isolats protéiques.

1.3.2.4. Caractérisation des précipités isoélectriques.

La composition chimique des divers précipités isoélectriques est présentée dans le tableau I.7.
Le précipité issu de la farine non traitée est caractérisé par des teneurs élevées en lipides (11,7
%), en composés phénoligues (3,3 %) et en acide phytique (3,1 %). Le précipité obtenu a
partir d’une farine dépolyphénolée posséde également des teneurs élevées en lipides (9,2 %)

et en acide phytique (2,0 %) mais il est quasi-exempt de composés phénoliques (0,4 %).
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Enfin, la dialyse de ce dernier permet de générer un isolat protéique sans acide phytique, avec
tres peu de composés phénoliques (0,2 %), et moins riche en lipides (6,6 %) et en sels (0,8 %).
Ainsi, la composition chimique des divers précipités isoélectriques montre que la
dépolyphénolisation de la farine permet, finalement, d’éliminer les composés phénoliques (90
%), une partie des lipides (30 %) et des fibres (50 %) alors que la dialyse permet d’éliminer
principalement les sels et I’acide phytique. Suite a la formation de complexes ternaires acide
phytique — cation — protéine, I’acide phytique ne serait pas éliminé a pH basique et se
retrouverait dans le précipité isolélectrique. Lors de la dialyse, qui s’effectue a un pH
Iégerement acide (pH ~ 6), I’acide phytique se retrouverait sous forme libre permettant alors

son passage a travers la membrane de cellulose.

Tableau 1.7 : composition chimique de précipités isoélectriques issus de la farine ou de la farine dépolyphénolée.

Teneur en % Quantité en g a partir de 100 g de
(sur la base de la matiére séche) farine de tourteaux

Préci pité A pa}rtir de A par_tir de A,partir dg farine A pe}rtir de A par_tir de A,partir dg farine
. . farine de farine dépolyphénolée + farine de farine dépolyphénolée +
isoélectrique tourteaux dépolyphénolée dialyse tourteaux  dépolyphénolée dialyse
protéines 73,6 85,6 914 6,0 6,7 6,4
lipides 11,7 9,2 6,6 1,0 0,7 0,5
cendres 3,1 2,8 0,8 0,3 0,2 0,05
phénols totaux (- 33 0,4 0,2 03 0,0 0,0

tanins (x) 0,1 0,05 0,05 0,1 0,0 0,0

acides phénoligues (+*) 0,5 0,1 n.d. 0,05 0,0 n.d.
acides phytiques 3,1 2,0 0,0 0,3 0,2 0,0
fibres + sucres solubles 52 2,0 1,0 0,4 0,2 0,1

(*) : méthode de Makkar et al. (1993), (**) : méthode de Xu et Diosady (1997). n.d. : non déterminé.

Le type de polyphénols, libres ou liés, est caractérisé par CLHP d’exclusion de taille a 310 nm
(figure 1.7). Tous les précipités isoélectriques contiennent des composés phénoliques liés. Ces
phénols seraient complexés a tous types de protéines. Inversement, les acides phénoliques
libres, encore présents dans le précipité issu de la farine non traitée, sont partiellement ou

totalement éliminés par les étapes de dépolyphénolisation et/ou de dialyse.

Le type de protéines des différents précipités isoélectriques a été caractérisé par CLHP-ET.
Les profils chromatographiques obtenus (figure 1.8) different peu les uns des autres suggérant
une faible incidence des étapes de dépolyphénolisation de la farine et de dialyse du précipité
sur la composition en protéines du produit final. En particulier, la dialyse ne provoquerait pas
de perte significative en albumines qui, de par leur petite taille, sont les protéines les plus

susceptibles de traverser la membrane.
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Figure 1.7 : détermination par chromatographie d’exclusion Figure ~ 1.8: chromatogrammes
de taille du type de composés phénoliques, libres ou liés, d’exclusion de ftaille des précipités
présents dans les précipités isoélectriques. Systeme Is,oelectrlques. ( )_ ,obtenu a paru\r
chromatographique : colonne Superdex Peptide H/R 10/30, d’une f:';lrlne non traitée, (—,) optenu a
détection : 310 nm, solvant: eau/ACN/TFA (60/40/0,1), partir d’une farine depollyphenqlee,,( )
débit : 0,6 mL/mn. issu d’une farine dépolyphénolé et

dialysé. Systéme chromatographique :
colonne Superdex Peptide H/R 10/30,

détection : 214 nm, solvant :
eau/ACN/TFA (60/40/0,1), débit: 0,6
mL/mn.

L analyse par CLHP-ET a permis d’estimer la proportion des globulines et des albumines des
préparations protéiques. Les globulines et les protéines de taille moléculaire supérieure a 23
kDa constitueraient environ 70 % de la matiere protéique tandis que les napines n’en

représenteraient qu’environ 30 %.

Lors de cette étude, nous avons élaboré un procédé qui nous a permis de produire un isolat
protéique essentiellement composé de globulines et de grosses protéines. Cependant, le faible
rendement protéique du procédé (= 18 %) peut étre amélioré par une procédure de
récupération des protéines présentes dans les fractions résiduelles, c'est-a-dire la farine

résiduelle et le surnageant résiduel.
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1.3.3. Récupération des protéines des fractions résiduelles.

1.3.3.1. Purification des protéines présentes dans la farine résiduelle.

Suivant le ratio farine/solvant utilisé, la farine résiduelle obtenue aprés I’étape d’extraction
des protéines comprend entre 45 et 65 % de proteines. C’est pourquoi, nous avons realise une
seconde extraction de la farine soit avec de la soude 0,1 N suivant le méme protocole
opeératoire que la premiére, soit avec une solution de NaCl 5 % (ratio farine/solvant = 55 g/L).
Le tableau 1.8 présente les caractéristiques azotées des différents extraits protéiques obtenus.
Cette deuxieme extraction de la farine, selon la solution utilisée, permet de récupérer moins
de 12 % des protéines. De méme, seulement 4 % des protéines initialement présentes dans la
farine sont extraites lors d’une troisiéme extraction basique. Mais, la pureté protéique des
extraits protéiques est faible (entre 18 et 30 %), ce qui peut poser des problémes de
purification par la suite. Ainsi, ces résultats mettent en évidence que la mise en ceuvre

d’extractions successives de la farine résiduelle n’est pas satisfaisante.

Tableau 1.8 : extractions supplémentaires de la farine résiduelle. Pour les extractions basiques : ratio farine/soude
=25 g/L ; pour I’extraction saline : ratio farine/NaCl 5% = 55 g/L. n.d. : non déterminé.

1|ere 2|eme 3|eme 2|eme
extraction extraction extraction extraction
basique basique basique saline
Rendement protéigue global (%) 47 12 4 4
Pureté protéique (%) 49 30 18 n.d.

1.3.3.2. Purification des protéines présentes dans le surnageant réesiduel.

* Dialyse du surnageant résiduel.

Suivant le ratio farine/solvant lors de I’étape de solubilisation (25 ou 50 g/L), les surnageants
résiduels contiennent entre 15 et 21 % des protéines initialement présentes dans la farine. Ces
fractions ne sont pas pures puisque leurs teneurs proteiques varient entre 29 et 42 %. Tzeng et
al. (1990) et Xu et Diosady (1994) ont déja étudié la purification, par des techniques
d’ultrafiltration et de diafiltration, des protéines restées solubles apres précipitation
isoélectrique. Dans notre étude, nous avons opté pour une technique membranaire plus
classique : la dialyse.

Le tableau 1.9 présente I’effet de la dialyse (seuil de coupure de 12 kDa) sur la purification
d’un surnageant résiduel issu d’une farine dépolyphénolée. Les résultats montrent une

excellente purification de la matiere protéique mais ils montrent aussi une perte de la matiere
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azotée de I’ordre de 35 %. Ceci pourrait provenir du passage d’une partie des napines et de

I’azote non protéique a travers la membrane de dialyse.

Tableau 1.9 : influence de la dialyse sur les caractéristiques azotées d’un surnageant résiduel (issu d’une farine
dépolyphénolée extraite a 50 g/L avec une solution de NaOH 0,1 N).

Pureté protéique (%) Rendement protéique global (%)
Surnageant résiduel 41,7 +1,7 15,2+ 0,6
Surnageant résiduel dialysé 89,6 +3,4 9,2+0,8

* Caracterisation du surnageant dialyse.

La taille moléculaire des protéines et des composés phénoliques présents dans les surnageants
résiduels (dialysé ou non) est caractérisée par CLHP-ET (figure 1.9). Les profils
chromatographiques a 214 nm montrent que les surnageants résiduels sont principalement
composés d’albumines (= 75 %), la matiere protéique restante étant probablement des sous-
unités de globulines ou toute autre protéine soluble. La dialyse permet d’éliminer les traces
d’azote non protéique (> 8 %).
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Figure 1.9 : chromatogrammes d’exclusion de taille a 214 nm (protéines) et a 310 nm (composés phénoliques)
(A) d’un surnageant résiduel issu d’une farine dépolyphénolée et (B) du méme surnageant aprés dialyse.
Systeme chromatographique : colonne Superdex Peptide H/R 10/30, détection : 214 nm et 310 nm, solvant :
eau/ACN/TFA (60/40/0,1), débit : 0,6 mL/mn.
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Les profils chromatographiques a 310 nm (figure 1.9) montrent que la dialyse permet
d’éliminer les composés phénoliques libres restants dans le surnageant résiduel méme apres
I’étape de dépolyphénolisation de la farine. Cependant, les composés phénoliques liés aux

protéines ne sont pas éliminés par cette étape.

Afin de s’assurer que le surnageant dialysé est essentiellement composé d’albumines, il a été
analysé par SDS-PAGE en condition non réductrice et en condition réductrice. Les profils
électrophorétiques sont montrés dans la figure 1.10. A titre comparatif, nous avons aussi
analysé le précipité isoélectrique dialysé. D’apres la ligne 1a du gel, le surnageant dialysé est
caractérisé par une bande trés intense a 13 kDa et par trois bandes moins intenses entre 18 et
25 kDa. Ainsi, le surnageant dialyse est majoritairement composé de napines dont la taille
moléculaire est comprise entre 12,5 et 14,5 kDa (Monsalve et al., 1991). En condition
réductrice (ligne 1b), une bande assez a environ 10 kDa apparait confirmant alors la nature de
la protéine. En effet, la napine est composée de deux chaines (4,5 et 10 kDa) reliées par des
ponts disulfures (Ericson et al., 1986 ; Monsalve et al., 1990). La taille moléculaire de la
petite chaine est trop petite pour étre observée dans le gel électrophorétique. Toutefois, en
condition réductrice, la bande a 13 kDa ne disparait pas totalement. Ceci est peut-étre di a

une mauvaise réduction des ponts disulfures.
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Figure 1.10 : profils électrophorétiques par SDS-PAGE des isolats protéiques produits : le surnageant dialysé
(lignes 1) et le précipité isoélectrique (lignes 2), en condition non réductrice (lignes a) et en condition réductrice
(lignes b). Le gel de migration est a 15 % (p/v) de polyacrylamide. La réduction des ponts disulfures a été
réalisée en présence de 5 % de B-mercaptoéthanol.
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Le précipité isoélectrique se caractérise par un dégradé (de couleur plus intense vers les
protéines de trés haute masse molaire) dans lequel deux bandes peuvent étre distinguées a 20
kDa et 13 kDa (figure 1.10). Ce substrat serait composé de I’ensemble des protéines. Il
comporterait majoritairement des globulines dont la taille moléculaire est supérieur a 300
kDa, des protéines de taille moléculaire de I’ordre de 20 kDa (soit des oléosines, soit des

précurseurs de la napine (Murphy et al., 1989 ; Monsave et al., 1990)), et de la napine.

La composition chimique globale du surnageant dialysé et la composition en acides aminés de
ses protéines ont été caractérisées (respectivement tableaux 1.10 et 1.11).

Le tableau 1.10 montre que le surnageant dialysé est un isolat protéique détoxifié de I’acide
phytique. Il présente une teneur tres faible en composés phénoliques et en fibres (< 0,25 %).
La teneur en lipides est relativement importante puisqu’elle atteint 7 %. Il présente une teneur
en cendre (1,8 %) supérieure a celle du précipité isoélectrique (0,8 %).

D’apreés le tableau 1.11, la composition en acides aminés des protéines du surnageant est assez
différente de celle classiquement trouvée pour les albumines, notamment pour les proportions
en glutamine et acide glutamique (= GIx) et en lysine. En effet, notre substrat comprend 30 %
de Glx et 6,2 % de Lys au lieu, respectivement, des 20 % et 13,6 % classiquement retrouvés
(Simard et al., 1977). La composition en acides aminés de la napine différe peu de celle
trouvée pour le précipité isoélectrique. Enfin, la composition en acides aminés des deux
isolats protéiques est en adéquation avec celle recommandée par la FAO/WHO/UNO excepté
pour les acides amines soufres. Tableau I.11 : composition en acides aminés

des protéines du surnageant dialysé et du

. - L précipité isoélectrique (% massique).
Tableau 1.10 : composition chimique du surnageant résiduel

dialysé et comparaison avec celle du précipité isoélectrique.

Acide S‘:,'gs‘?(fj;”t Précipité

Teneur en % (base de la aminé jioyee  1soelectrique
matiere séche) Asx 5.1 95
Surnageant Précipité Glx 30,4 20,2
dialysé isoélectrigue Ser 4,1 4.4
protéines 90,8 91,4 His 4,7 51
lipides 7,0 6,6 Gly 1,9 1,7
cendres 1,8 0,8 Thr 4.4 4,7
composés phénoliques totaux 0,25 0,2 Ala 3,4 35
tanins 0,0 0,05 Arg 8,6 9,8
acides phytiques 0,0 0,0 Tyr 37 4,5
fibres + sucres solubles 0,1 1,0 Cys 0,1 0,0
Humidité du surnageant dialysé lyophilisé = 11,1 %. Val 43 3,3

Met 05(0,6%)  12(12%
Phe 3,7(7,4%*)  57(10,2*¥)

lle 4,3 53
Leu 8,5 91
Lys 6,2 4,7
Pro 6,4 6,8
Trp n.d. n.d.

*: Met + Cys ; ** : Phe + Tyr.
135 n.d. : non déterminé.
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1.3.4. Récapitulatif de la préparation d’isolats protéiques.

Ces travaux ont permis d’établir un procédé de production d’isolats protéiques a partir de
farine de tourteaux de colza. Ce procédé consiste successivement a pré-extraire quatre fois la
farine avec un mélange éthanol/eau de ratio volumique 2/1, a extraire la farine avec une
solution de soude 0,1 N, a réaliser une précipitation isoélectrique des protéines extraites et a
dialyser le précipité isoélectrique et le surnageant résiduel contre de I’eau.

Ce procédé a été mis en ceuvre pour produire environ 600 g de précipité isoélectrique que
nous appellerons, par la suite, « isolat de globulines » ou, plus simplement, « Globulines » et
environ 250 g de surnageant dialysé que nous appellerons « isolat d’albumines » ou encore

« Albumines ».

Les protéines vegétales intéressent souvent les industriels de I’agroalimentaire et de la
cosmétique pour leur capacité a posséder diverses propriétés fonctionnelles comme des
propriétés moussantes ou émulsifiantes. De plus, leur hydrolyse enzymatique est reconnue
pour améliorer, dans quelques cas, ces propriétés. 1l est également admis que, certaines de ces
propriétés, comme par exemple la solubilité, sont susceptibles d'influencer I'hydrolyse des
protéines. Dans ce contexte, I’étude suivante vise a caractériser les propriétés fonctionnelles
des isolats précédemment produits et a évaluer I'influence de I'nydrolyse enzymatique sur de

telles propriétés.

1.4. PROPRIETES FONCTIONNELLES DES ISOLATS ET DE LEURS PRODUITS
D'HYDROLYSE.

1.4.1. Propriétés fonctionnelles des isolats.
Les propriétés fonctionnelles des isolats (tableau 1.12) ont été évaluées grace aux méthodes

utilisees par Vioque et al. (2000).

Tableau 1.12 : propriétés fonctionnelles des isolats.

Propriété fonctionnelle Globulines Albumines
Solubilité a pH 4,5 9,9 90,1
Rétention d'huile (mL huile / 100g) 87 +4 162+ 14
Capacité moussante (%) 44 +2 60+ 4
Stabilité moussante (%6) 5+3 67£2
Activité émulsifiante (%) 18+2 35+2
Stabilité émulsifiante (%6) 30+3 48 +9
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Les propriétés fonctionnelles de I'isolat de globulines (produit dans ce travail) sont assez
faibles mais elles sont bien plus élevées que celles de l'isolat de protéines de tourteaux de
colza généré par Vioque et al. (2000). Par exemple, par rapport a la capacité moussante et
I'activité émulsifiante de I'isolat produit par Viogue et al. (2000) dont les valeurs sont proches
de zéro, celles de l'isolat de globulines sont respectivement de 44 % et de 18 %. Cette

différence proviendrait de I’état plus ou moins denaturé des protéines.

Les propriétés rhéologiques d’un produit alimentaire sont influencees par la solubilité des
protéines et leur capacité a retenir I’huile. La solubilité azotée des différents hydrolysats a été
déterminée a pH 4,5, point isoélectrique des globulines. Contrairement aux globulines qui
sont peu solubles (10 %), les albumines sont solubles a plus de 90 %. Cette différence
provient du mode de préparation des isolats. Les albumines possedent une excellente capacité
a retenir I'huile (162 mL/100 g), celle-ci étant deux fois plus élevée que celle des globulines
(87 mL/100 g).

Les albumines sont caractérisées par des propriétés moussantes médiocres mais supérieures a
celles des globulines. En particulier, la stabilité moussante des albumines dans le temps (65 %
apres 1 h) est environ 13 fois supérieure a celle des globulines (5 % aprés 1 h). Enfin, comme
cela a été observe par Vioque et al. (2000) ou Xu et Diosady (1994), les isolats ne possedent

pas de propriétés émulsifiantes trés importantes.

La valorisation des isolats dans lI'agroalimentaire ou la cosmétique nécessite une amélioration
de leurs propriétés fonctionnelles. La protéolyse est un procédé classique qui permet d’obtenir

de tels mélanges ou de telles molécules gréace a la génération de peptides.

1.4.2. Propriétés fonctionnelles d'hydrolysats.

Les isolats de globulines et d’albumines sont hydrolysés avec I’Alcalase 2,4L, solution
commerciale de protéases (majoritairement la subtilisine Carlsberg) couramment utilisée en
recherche et dans I’industrie agroalimentaire pour la préparation d’hydrolysats possédant des
propriétés fonctionnelles. Suivant les recommandations du fabricant (Novozymes), un pH de
8 et une tempeérature de 50 °C sont choisis pour I’hydrolyse. La concentration en protéines est
de 18,8 g/L. L’étendue de I’hydrolyse, caractérisée par le degré d'’hydrolyse (DH), est suivie
par la méthode du pH-Stat. Les hydrolysats étudiés sont de DH 5, 10 ou 15 %.
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1.4.2.1. Solubilité et rétention de I’huile des hydrolysats.

La figure 1.11 montre que I’hydrolyse limitée des protéines de I’isolat de globulines améliore
fortement leur solubilité puisque celle-ci augmente continuellement avec le DH, passant de 10
% pour les protéines non dégradées a plus de 64 % pour les hydrolysats. Toutefois ces valeurs
sont inférieures a celles obtenues avec I’isolat et les hydrolysats d’albumines qui sont
solubles a plus de 90 %. L’augmentation de la solubilité des globulines serait due a une
réduction de la taille moléculaire et a une diminution de I’hydrophobie des chaines protéiques,
provoquant une exposition des groupes polaires et chargés défavorables a I’agrégation des

molécules peptidiques.

Le tableau 1.13 montre que I’hydrolyse limitée des globulines améliore leur capacité
d’adsorption de I’huile. La rétention d’huile est cependant plus importante a un DH de 5 %
(144 mL /100 g) qu’a DH 10 % ou DH 15 %. Inversement, alors que les albumines possedent
une excellente capacité a retenir I’huile (162 mL / 100 g), leur hydrolyse conduit & une nette
diminution de cette valeur (inférieure a 93 mL / 100 g). Mahajan et Dua (1998) ont émis
I’hypothese qu’une meilleure rétention de I’huile des hydrolysats (cas des globulines)
proviendrait de I’exposition de groupes hydrophobes initialement enfouis a I’intérieur des
protéines. Inversement, les albumines seraient capables de piéger I’huile mais leur hydrolyse
provoquerait une diminution du volume de ces zones hydrophobes (Bombara et al., 1997).

100 ~
90 +
80 +
70 ~

S
< 60 | L \ e .
0 0 Tableau 1.13 : capacité des hydrolysats a fixer I’huile.
if 40 1 Capacité a fixer I’huile (mL huile / 100 g)
® 39| DH Hydrolysats de I’isolat Hydrolysats de
20 | de globulines I’isolat d’albumines
10 sans enzyme 87+4 162 + 14
9 5 144 + 16 93 + 12
0 | | | 10 126 + 10 89+8
0 5 10 15 15 104 + 12 72+6
DH (%)

Figure 1.11 : solubilité azotée a pH 4,5 des
hydrolysats de I’isolat de globulines.
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1.4.2.2. Propriétés moussantes des hydrolysats.

Les hydrolysats posseédent de meilleures capacités moussantes que les protéines originelles
leur correspondant. L’excellente capacité moussante des hydrolysats de I’isolat d’albumines
(entre 87 et 91 %), supeérieure a celle des globulines (entre 53 et 63 %), est toutefois
contrebalancée par leur assez mauvaise stabilité dans le temps (figure 1.13). Cette mauvaise
stabilité moussante (volume de mousse restant apres un temps donné par rapport au volume
de mousse initial) des hydrolysats a déja été observée par plusieurs auteurs (Mahajan et Dua,
1998 ; Pedroche et al., 2004 ; Chobert et al., 1996). Les peptides de taille trop petite,
hydrophiles et/ou chargés stabiliseraient moins bien I’interface eau/air que les peptides plus

longs, plus hydrophobes et/ou moins chargés (Pedroche et al., 2004).

Hydrolysats de  Hydrolysats de

I'isolat de I'isolat
100 globulines d'albumines Hydrolysats issus de Hydrolysats issus de
% T 100 @ lisolatde globulines 100 @ I'isolat d"albumines
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Figure 1.12: capacité moussante Figure 1.13 : stabilité¢ moussante des isolats (#) et des hydrolysats
des  hydrolysats  obtenus a de DH 5 % (o), de DH 10 % (o) et de DH 15 % (A).

différentes valeurs de DH.

1.4.2.3. Propriétés émulsifiantes des hydrolysats.

Lorsque les protéines des isolats sont hydrolysées jusqu’a un DH de 5 %, leurs propriétés
émulsifiantes sont améliorées, atteignant des valeurs similaires entre les albumines et les
globulines (tableau 1.14). L’activité émulsifiante et la stabilité de I’émulsion des hydrolysats
de DH 5 % sont 1,5 a 2,8 fois plus élevées que celles des substrats originels. Une hydrolyse
plus poussée (DH de 15 %) conduit a une perte de ces propriétés émulsifiantes. Ceci peut étre
liée a la présence de grandes quantités de petits peptides qui sont bien moins efficaces dans la

réduction de la tension interfaciale.
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Les résultats sont en accord avec ceux de la littérature qui préconise un DH d’environ 3 — 10

% pour obtenir de bonnes propriétés émulsifiantes.

Tableau 1.14 : activité émulsifiante et stabilité émulsifiante d’hydrolysats de protéines de farine de tourteaux de
colza.

Hydrolysats de I’isolat de globulines Hydrolysat de I’isolat d’albumines
DH (%) — 5 10 15 - 5 10 15
Activite 1842  50+2  49+6  11+3 35+2  51+2  54+1  44+5
émulsifiante (%)
Stabilité de 303  45+4  34+2  11+3 48+9  69+10 381  29%5

I’émulsion (%)

1.4.3. Récapitulatif des propriétés fonctionnelles des isolats et hydrolysats

protéiques.

Les isolats de protéines possedent de mauvaises ou de mediocres propriétés fonctionnelles a
I’exception de la capacité de rétention d’huile des albumines.

L’hydrolyse partielle des isolats jusqu’a un DH de 5 % permet d’améliorer certaines
propriétés fonctionnelles au détriment d’autres. En effet, I’hydrolyse des albumines provoque
une augmentation de leur activité moussante, de leurs propriétés émulsifiantes mais elle
entraine, en contre partie, une diminution de leur capacité a retenir I’huile et de leur stabilité
moussante. L hydrolyse limitée des globulines permet d’améliorer de maniére plus ou moins
importante I’ensemble de leurs propriétés fonctionnelles mais leurs valeurs sont, en regle
générale, différentes de celles obtenues avec les hydrolysats d’albumines. Ces résultats
mettent donc en évidence I’importance de la nature des protéines (séquence primaire,
structure tertiaire, groupements hydrophiles et hydrophobes) lors de la production
d’hydrolysats aux propriétés fonctionnelles ciblées.

L'évolution de la solubilité des globulines au cours de I'nydrolyse montre une évolution de la
nature du substrat avec l'avancement de la réaction. Il est alors probable que cette

modification du substrat puisse influencer la cinétique de I'hydrolyse.

I.5. CONCLUSION.

Cette étude nous a permis de produire deux isolats protéiques distincts au niveau du type de
protéines les constituant et de la composition en acides amines de ces dernieres. Le premier,
appelé isolat de globulines ou Globulines, est majoritairement composé de globulines et de

grosses protéines tandis que le second, dénommé isolat d’albumines ou Albumines, ne
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contient, pour I’essentiel, que des napines. L’obtention de ces isolats nécessite un procédé
divisé en quatre étapes: une pre-extraction de la farine avec un mélange éthanol/eau afin
d’éliminer principalement les composés phénoliques et I’azote non protéique, une extraction
basique de la farine dépolyphénolée afin de solubiliser les protéines tout en éliminant les
fibres, une précipitation isoélectrique des protéines afin de récupérer sélectivement, d’une
part, les globulines (et grosses protéines) et, d’autre part, les albumines, et enfin, la dialyse
des deux fractions proteiques précédentes pour éliminer les composés non-protéiques restants.
Ces deux isolats sont quasiment exempts en composés antinutritionnels (acide phytique et
composés phénoliques) et fibres.

Ne possedant pas de bonnes propriétés fonctionnelles, les isolats ont été hydrolysés avec
I’Alcalase 2,4L. Les propriétés fonctionnelles des hydrolysats varient significativement selon
I’isolat utilisé. Ceci a permis de mettre en évidence I’importance de la nature des protéines

constituant le substrat initial lors de la génération d’hydrolysats aux propriétés fonctionnelles.

Un autre parameétre essentiel pour I’élaboration d’hydrolysats possédant des propriétés
fonctionnelles ou des activités biologiques est la nature de I’enzyme utilisée. L’ étude suivante
vise, a travers la recherche d’hydrolysats biologiquement actifs sur la croissance de cellules
animales cultivées dans un milieu sans sérum, a comparer I’action hydrolytique de différentes

solutions protéasiques commerciales sur I’isolat de globulines.
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II. COMPARAISON DE L’ACTION HYDROLYTIQUE DE
DIFFERENTES PROTEASES.

I11.1. INTRODUCTION.

L’une des voies de production de peptides a haute valeur ajoutée est I’hydrolyse enzymatique
de protéines alimentaires. Etant donné que I’activité biologique d’un peptide est liée a sa
composition intrinseque et a sa séquence en acides aminés, la génération de tels peptides ou
hydrolysats est dépendante, avant tout, de la nature du substrat et de la spécificité de la
protéase utilisées.

Dans ce contexte, I’un des objectifs de ce travail est d’identifier des protéases qui permettent
la libération de tels peptides a partir de protéines de tourteaux de colza. Afin de produire une
large gamme d’hydrolysats composés de peptides aux caractéristiques physico-chimiques
différentes (séquence en acides aminés, taille, rapport hydrophilie / hydrophobie), I’isolat de
globulines sera hydrolysé par sept préparations commerciales d'endoprotéases différant selon
leur nature, leur pureté et/ou leur mécanisme catalytique : trois subtilisines, trois protéases
neutres (deux métalloprotéases et une protéase a serine) et une papaine.

Cette étude vise a évaluer les potentialités de chaque préparation protéasique, tant au niveau
de leur efficacité proteolytique, qu’au niveau de la nature et de I’activité biologique des
peptides qu’elles permettent de générer. Pour cela, dans une premiére partie, les hydrolyses
seront réaliseées dans des conditions opératoires définies afin de s’affranchir de I’influence du
pH et de la température sur le substrat. Un pH de 7,5 et une température de 40 °C sont choisis
parce qu’ils correspondent aux valeurs moyennes de pH et de temperature pour lesquelles,
d’aprés les fournisseurs, les enzymes sélectionnées sont actives. Parmi les nombreuses
activités biologiques pouvant étre expérimentées avec les peptides, nous avons choisi
d’étudier leur influence sur la croissance de cellules animales cultivées dans un milieu sans
sérum de veau feetal. Les cellules choisies sont de type CHO (Chinese Hamster Ovary) :
cellules animales trés employées dans I’industrie pharmaceutique pour la production de
protéines recombinantes. Dans une seconde partie, les conditions optimales de pH et de
température des préparations protéasiques seront déterminées suite a la modélisation de leur
activité protéolytique en fonction de ces parameétres. Ceci nous permettra alors de comparer
les enzymes dans leurs conditions opératoires les plus favorables et d'aboutir au choix des

deux enzymes les plus intéressantes pour la génération de peptides actifs.

142



Résultats et discussion Comparaison des protéases

I1.2. COMPARAISON DE L’ACTION HYDROLYTIQUE DE DIFFERENTES
PROTEASES DANS DES CONDITIONS OPERATOIRES DEFINIES.

La premiere partie de ce travail consiste a comparer I’efficacité catalytique a pH 7,5 et 40 °C
de sept préparations enzymatiques commerciales sur I’isolat de globulines, a étudier la nature
et la solubilité des peptides produits dans ces conditions réactionnelles et a évaluer I’influence
de ces derniers sur la croissance de cellules eucaryotes.
Afin de produire un ensemble de peptides aux propriétés les plus variées possibles, les
protéases selectionnées dans cette étude sont de nature différente. Les critéres de sélection ont
été les suivants :
= les protéases sont d’origine végétale ou bactérienne pour répondre aux contraintes des
solutions peptidiques dans les milieux de culture de cellules animales. De ce fait, aucune
protéase d’origine animale (trypsine, chymotrypsine ou pepsine) n’a été choisie,
= les protéases sont toutes des endoprotéases. Afin d’éviter la production d’acides amineés
libres indésirables pour I’élaboration d’un milieu de culture pour cellules animales,
aucune exoprotéase n’a été choisie,
= étant donné que le pH et la température influencent la conformation et la solubilité des
protéines, le pH optimal et la température optimale des enzymes couvrent des zones
différentes. Toutefois les pH optimaux ne sont pas situés dans les zones de pH acides
(pH < 6,5) afin de pouvoir conduire les expériences d’hydrolyse par la méthode pH-Stat,
= la spécificité des protéases est plus ou moins importante,
= tous les types de protéase sont représentés : protéase a sérine, protéase a cystéine ou
métalloprotéase. Chaque type de protéase posséde des mécanismes catalytiques
différents d’ou des possibilités différentes d’étre inhibées ou activées par le substrat ou

les produits d’hydrolyse.

Les préparations enzymatiques seélectionnées sont trois subtilisines : I’Alcalase 2,4L,
I’Orientase 90N et I’Espérase 7,5L ; trois protéases neutres : la Neutrase 0,8L, la Prolyve BS
(deux métalloprotéases) et la Pronase SG (une protéase a sérine) ; et une protéase a cystéine :
la Lypaine 6500. Excepté la Pronase SG qui est pure, les préparations protéasiques sont
majoritairement composées d'une protéase mais elles peuvent contenir d'autres endoprotéases
en proportion minoritaire ; dans la suite de ce travail, nous géneraliserons l'emploi de «

préparation protéasique » par « protéase ».
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11.2.1. Mesure de I’activité protéolytique des différentes enzymes dans des conditions

opératoires définies.

En régle générale, la comparaison de différentes protéases sur un substrat donné s’effectue sur
la base de la quantité d’enzyme ajoutée dans le réacteur, sans aucune considération de leur
activité protéolytique. Or cette derniere varie d’un lot a I’autre, d’une protéase a I’autre et
suivant les conditions opératoires de I’hydrolyse. C’est pourquoi, nous avons comparé les
différentes protéases sur la base de leur activité protéolytique (par rapport a un substrat bien
défini).

L activité protéolytique des enzymes a été déterminée dans des conditions standard (pH 7,5 et
40 °C) en utilisant I’hémoglobine dénaturée suivant la méthode de Anson. Les tableaux 11.1 et
I1.2 présentent respectivement I’activité protéolytique des protéases étudiées, en UA/g pour
les préparations sous forme de poudre ou en UA/mL d’enzyme pour les préparations liquides.
L activité protéolytique varie beaucoup d’une protéase a I’autre : par exemple, la Lypaine
6500 est environ 150 fois moins active que la Pronase SG. Ceci est di au fait que les
protéases possédent des mécanismes catalytiques différents, des spécificités différentes et/ou
lorsqu’elles présentent le méme mécanisme et la méme spécificité, ne sont pas formulées a la
méme concentration ou sous le méme état (cas de la Prolyve BS et de la Neutrase 0,8 L qui
sont toutes deux des métalloprotéases neutres & Zn** commercialisées soit sous forme liquide,

soit sous forme de poudre).

Tableau I1.1 : activité protéolytique des protéases Tableau I1.2: activité protéolytique des protéases
sous forme de poudre, en UA/g d’enzyme, sous forme liquide, en UA/mL d’enzyme,
déterminée suivant la méthode de Anson & pH déterminée suivant la méthode de Anson a pH 7,5 et
7,5 et 40 °C. 40°C.
Protéase Activité protéolytique Protéase Activité protéolytique
(UA/g d’enzyme) (UA/mL d’enzyme)

Prolyve BS 9.0 x 10° Alcalase 2,4L 1,5 x 10°
Orientase 90N 1,8 x 10° Espérase 7,5L 1,2 x 10°
Pronase SG 3,1 x 10° Lypaine 6500 2,0 x 10°

Neutrase 0,8L 1,2 x 10*

Sachant que I’Alcalase 2,4L est connue pour étre une protéase trés active sur de nombreux
substrats, les résultats montrent que I’Espérase 7,5L et I’Orientase 90N sont également trés
actives (~ 1,5 x 10° UA/g ou UA/mL). Les protéases neutres, la Neutrase 0,8L et la Prolyve
BS, et la papaine sont plus de dix fois moins actives que ces derniéres. La Pronase SG, qui est
pourtant une protéase a grande spécificité, possede une activité environ deux fois supérieure a

celle des subtilisines. Finalement, le classement des enzymes suivant leur activité
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protéolytique (sur le substrat hémoglobine), de la plus active a la moins active, est le suivant :
Pronase SG, Orientase 90N, Alcalase 2,4L, Espérase 7,5L, Prolyve BS, Neutrase 0,8L et
Lypaine 6500.

11.2.2. Cinétique d’hydrolyse pour différentes enzymes.

Des cinétiques d'hydrolyse ont alors été réalisées sur les Globulines, a pH 7,5, 40 °C et pour
une concentration initiale en protéines de 18,8 g/L. Les hydrolyses sont effectuées a une faible
concentration en protéines afin de comparer les performances des différentes enzymes. Les
cinétiques d’hydrolyse ont été suivies pendant 3 h par la méthode pH-Stat avec un ratio
enzyme/protéine (Eo/So) variant de 7,0 x 10" 46,0 x 10* UA/g de protéines.

La figure 11.1 présente les courbes d’hydrolyse obtenues avec les différentes protéases et pour
un ratio Eo/So de 2 x 10® UA/g de protéines. Il est observé que, quelle que soit la protéase
utilisée, les courbes d’hydrolyse présentent une allure asymptotique classiquement retrouvee
pour I’hydrolyse enzymatique des protéines ; cependant, le plateau correspondant a un DH
maximal n’est pas atteint en 3 h. Ces courbes sont caractérisées par une vitesse initiale
d’hydrolyse rapide, correspondant & une quantité importante de liaisons peptidiques clivées
par unité de temps, suivie d’une diminution progressive de la vitesse d’hydrolyse.

La figure 1.1 montre également qu’en I’absence d’enzyme, I’hydrolyse chimique des protéines
a pH 7,5 et 40 °C est tres faible puisque, méme aprés 3 h d’hydrolyse, le DH atteint une
valeur de 0,3 % seulement. Ainsi, I’hydrolyse chimique peut étre considérée comme

négligeable.

Pronase SG

Orientase 90N

Neutrase 0,8L
Prolyve BS
Alcalase 2,4L

Espérase 7,5L

Lypaine 6500
sans enzyme

R ad

o
I
N
w

temps (h)

Figure 11.1 : cinétiques de I’hydrolyse d’un isolat de protéines de colza (globulines) avec différentes protéases
commerciales dans des conditions opératoires définies : pH de 7,5, température de 40 °C, concentration initiale
en substrat de 18,8 g/L et ratio enzyme/substrat de 2000 UA/g de protéines.
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Il est toutefois observé des différences significatives selon la protéase utilisée. En effet, la
Pronase SG est la plus efficace puisqu’elle permet d’atteindre le DH le plus élevé en 3 h avec
un DH de 17 % ; puis viennent I’Orientase 90N (DH de 14,7 %), la Neutrase 0,8L (DH de
13,8 %), la Prolyve BS (DH de 12,8 %), I’Alcalase 2,4L (DH de 11,8 %), I’Espérase 7,5L
(DH de 9, 0 %) et la Lypaine 6500 (DH de 1,0 %). Ces résultats montrent qu’il n’existe pas de
corrélation entre I’activité protéolytique déterminée sur 1’hémoglobine et [’efficacité
hydrolytique des protéases sur I’isolat de globulines. Ce comportement avait également été
mis en évidence par Kristinsson et Rasco (2000a). Ceci peut s’expliquer soit par une
différence de spécificité des protéases et/ou une différence de composition en acides aminés
entre les Globulines et I’hémoglobine, soit par des phénomenes d’inhibition ou d’inactivation
des enzymes au cours de I’hydrolyse.

L’efficacité catalytique tres élevée de la Pronase SG est probablement liée a sa spécificité : en
effet, cette enzyme clive préférentiellement en C-terminal des acides glutamique et aspartique,
qui sont les acides amineés prépondérants de I’isolat de globulines (pres de 30 % des acides
aminés totaux). A I’inverse, la Lypaine 6500 posséde une efficacité hydrolytique extrémement
faible envers les Globulines. Cette protéase pourrait étre inhibée par ce substrat, non activée
par I’absence de cystéine dans le substrat ou inactivée au cours de I’hydrolyse. Les protéases
neutres, Neutrase 0,8L et Prolyve BS, présentent une efficacité d’hydrolyse importante des
Globulines. Inversement, comme I'ont observé Kristinsson et Rasco (2000a), I’Alcalase 2,4L
et I’Espérase 7,5L ne sont pas trés efficaces ; cette faible efficacité pourrait provenir d’une

faible spécificité de ces protéases pour I’isolat de globulines.

La figure 1.2 montre I’influence de la concentration initiale en enzyme sur les cinétiques
d’hydrolyse des Globulines. Il est observé que plus la concentration en enzyme augmente,
plus le DH augmente. A partir des différentes courbes obtenues, il est possible de tracer la
valeur de DH a un temps donné (DHt) en fonction de la concentration initiale en protéase.
Ceci a été réalisé dans la figure 11.3 pour une durée d’hydrolyse de 2,75 h (non tracé pour
I’Orientase 90N).
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Figure 11.2 : hydrolyses enzymatiques d’un isolat de protéines de colza (globulines) avec différentes protéases
commerciales et a différents ratios enzyme/substrat. Conditions réactionnelles : pH de 7,5 ; température de 40
°C ; durée de 3 h ; concentration initiale en protéines de 18,8 g/L ; ratio enzyme/substrat : 70 — 60000 UA/g.
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La figure 11.3 montre qu’il existe une relation linéaire entre le DH et le logarithme de la
concentration initiale en protéase. Cette relation est retrouvée quel que soit le temps t. De
telles relations ont déja été mises en évidence dans plusieurs travaux (Baek et Cadwallader,
1995 ; Guerard et al., 2002 ; Simpson et al., 1998 ; Kristinsson et Rasco, 2000a). Elles
permettent de caractériser I’efficacité catalytique des enzymes quelle que soit la concentration
initiale en enzyme. La Pronase SG reste la protéase la plus efficace et la Lypaine 6500 est la
moins efficace. Toutefois, plus la concentration initiale en enzyme augmente, plus I’Alcalase
2,4L et I’Espérase 7,5L s’avérent efficaces alors que la Neutrase 0,8L et la Prolyve BS sont,

au contraire, moins performantes.

Les relations semi-logarithmiques permettent également de calculer précisément la quantité
d’enzyme nécessaire pour atteindre un DH en un temps donné. Connaissant le colt des
enzymes, il est alors possible de les comparer sur un critére économique pour obtenir un DH
donné. Comme souligné par Lahl et Braun (1994), il existe un compromis entre efficacité et
co(t. En effet, une augmentation de la concentration en enzyme résulte le plus souvent en une
augmentation de la vitesse d’hydrolyse et du DH mais entraine une augmentation du codt du
procédé. Les protéases les moins onéreuses sont I’Alcalase 2,4L et I’Orientase 90 N.
Comparativement a ces deux proteases, I’Espérase 7,5L, la Prolyve BS et la Neutrase 0,8L
sont approximativement 5 a 10 fois plus colteuses alors que la Pronase SG I’est environ 500

fois.

Pronase SG
Alcalase 2,4L

Prolyve BS
Neutrase 0,8L

Espérase 7,5L

30 +

25

[ N
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I I

DH a2,75 h (%)

=
o
I
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X

0 1 T T )
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Eo/So (UA/g de protéine)

Figure 11.3 : relations semi-logarithmiques entre le DH a 2,75 h et le ratio enzyme/substrat Eo/So (exprimée en
UAJ/g) avec une concentration initiale en substrat, So, de 18,8 g/L.
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Cette étude préliminaire a permis de comparer I’efficacité hydrolytique de diverses protéases
sur I’isolat de globulines de colza. Toutefois, bien que certaines protéases se distinguent des
autres par leur efficacité catalytique élevée, comme par exemple la Pronase SG, il est
important de caractériser les produits d’hydrolyse obtenus par les différentes protéases pour
comparer et évaluer le type de peptides libérés.

11.2.3. Caractérisation des hydrolysats.
11.2.3.1. Distribution de taille moléculaire des hydrolysats.

Les hydrolysats, obtenus par I’action des différentes protéases sur I’isolat de globulines, ont
été analysés par CLHP-ET afin de déterminer la distribution de taille moléculaire des peptides
produits. Les profils chromatographiques obtenus sont présentés dans la figure 11.4.

D’apres cette figure, les profils chromatographiques évoluent progressivement en fonction du
DH ; plus ce dernier est élevé, plus les protéines de hautes masses molaires (faibles temps de
rétention, tr < 20,2 mn) disparaissent au profit de polypeptides ou de peptides de masse
molaire plus faible (temps de rétention > 20,2 mn). Il est observé, en particulier, une nette
diminution du pic a 13,5 mn correspondant aux globulines (~ 300 kDa). Ces protéines sont
rapidement dégradées en polypeptides plus petits. Les profils chromatographiques sont
différents d’une protéase a I’autre, en particulier pour des DH élevés, suggérant des mélanges

de peptides de natures différentes.

Chaque préparation enzymatique a également été analysée a la concentration la plus élevée de
I’étude afin de s’assurer que cette derniére n’absorbe pas significativement a 214 nm induisant
alors une modification non souhaitée du profil chromatographique de I’hydrolysat. D’aprés la
figure 11.4, aucune protéase, a I’exception de la Lypaine 6500, n’absorbe significativement a
214 nm. Ainsi, les chromatogrammes des hydrolysats ne sont pas erronés par la présence de

I'enzyme a I'exception de ceux obtenus avec la Lypaine 6500.
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Figure 11.4 : profils CLHP-ET des hydrolysats (——) et de leur fraction soluble au point isoélectrique des
protéines (pl = 4,5) (——). Les hydrolysats sont obtenus par hydrolyse de I’isolat de globulines par différentes
protéases et a différents ratios enzyme/substrat (70 — 60000 UA/g). Conditions réactionnelles : pH de 7,5,

température de 40 °C, concentration initiale en substrat de 18,8 g/L. Durée de I'nydrolyse : 3 h ou 13 h.

Protéases : (a) Alcalase 2,4L, (b) Espérase 7,5L, (c) Neutrase 0,8L, (d) Orientase 90N, (e) Prolyve BS, (f)
Pronase SG et (g) Lypaine 6500. Systeme chromatographique : colonne Superdex Peptide H/R 10/30,
détection : 214 nm, solvant : eau/ACN/TFA (60/40/0,1), débit : 0,6 mL/mn.
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Afin de mieux caractériser I’action hydrolytique des protéases, I’évolution de la répartition de
taille des peptides en fonction du DH a été tracée pour chacune des enzymes (figure

I1.5) excepté pour la Lypaine 6500 pour la raison évoquée précédemment.

35 4

Légende :
—&— : Alcalase 2,4L
—m— : Espérase 7,5L
— A—: Orientase 90N
o— :Pronase SG
A— : Neutrase 0,8L
o : Prolyve BS
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Figure 11.5 : évolution en fonction du DH de la répartition de taille des peptides des hydrolysats obtenus par
différentes protéases. Conditions réactionnelles : pH de 7,5, température de 40 °C, concentration initiale en
substrat de 18,8 g/L et ratio enzyme/substrat variant entre 70 et 60000 UA/g. Durée de I'nydrolyse : 3 h ou 13 h.
Systéme chromatographique : colonne Superdex Peptide H/R 10/30, détection : 214 nm, solvant : eau/ACN/TFA
(60/40/0,1), débit : 0,6 mL/mn.

Quelle que soit I’enzyme, les évolutions de chacune des fractions de taille moléculaire
montrent des allures caractéristiques répétitives. Ainsi :
= les protéines supérieures a 10 kDa diminuent progressivement pour atteindre une
proportion inférieure a 10 % a partir d’'un DH compris entre 20 et 28 % selon
I’enzyme ;
= les peptides compris entre 3 et 10 kDa apparaissent transitoirement puisque la
proportion de ces derniers augmente jusqu’a un DH d’environ 8 — 12 % pour, ensuite,

diminuer progressivement. Ces peptides intermédiaires constituent au maximum
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jusqu’a 25 — 31 % pour les protéases de type subtilisine (Alcalase 2,4L, Espérase 7,5L
et Orientase 90N), jusqu’a 18 — 24 % pour les protéases neutres (Neutrase 0,8L,
Prolyve BS et Pronase SG) ;

= les peptides compris entre 1 et 3 kDa sont, comme la fraction précédente, produits
progressivement jusqu’a un DH d’environ 15 % pour, ensuite, étre hydrolysés. Leur
proportion maximale est comprise entre 15 et 23 % suivant le type de protéase ;

= les peptides inférieurs a 1 kDa sont continuellement produits tout au long de
I’hydrolyse pour atteindre, suivant I’enzyme, des proportions comprises entre 60 et 75
% au DH maximal de I’étude. Quel que soit le DH, les protéases de type subtilisine

génerent moins de cette sorte de peptides que les protéases neutres.

Ces résultats montrent que, pour toutes les enzymes utilisées, la protéolyse entraine la
formation de longs peptides intermédiaires qui sont ensuite dégradés en de plus petits
peptides. Cette composition de I’hydrolysat avec [I’avancement de la réaction est
caractéristique du mécanisme de type zipper. Selon le type de protéase utilisé, ce mécanisme
est plus ou moins accentué. En effet, on peut mettre en évidence que les protéases neutres
(Pronase SG, Prolyve BS et Neutrase 0,8L) génerent plus de petits peptides et moins de
peptides de taille intermédiaire que les protéases de genre subtilisine (Alcalase 2,4L, Espérase
7,5L et Orientase 90N). Ainsi, le mécanisme zipper de ces derniéres semble plus accentué que

celui des protéases neutres.

11.2.3.2. Solubilité azotée et taille moléculaire des peptides solubles.

Parmi toutes les propriétés fonctionnelles des hydrolysats protéiques, la solubilité est I’une
des plus importantes. En effet, la solubilité conditionne, en régle générale, I’incorporation de
I’hydrolysat en tant qu’ingrédient dans les aliments. Elle constitue également un parametre
permettant de caractériser I'évolution du substrat au cours de I'hydrolyse.

La solubilité a pH 4,5 des hydrolysats obtenus avec les différentes protéases a été déterminée
et tracée en fonction du DH (figure 11.6). Ce pH de 4,5 a été choisi car il représente le pH ou,
initialement, les protéines sont le moins solubles. L’hydrolyse provoque, indépendamment du
type de protéase utilisé, une augmentation de la solubilité. Pour des DH supérieurs a 28 %,
plus de 90 % des peptides restent solubles. La solubilité serait meilleure avec I’apparition de

petits peptides hydrophiles chargés impliquant une faible agrégation suite a la diminution de
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leurs interactions hydrophobes et a I’augmentation de leurs interactions électrostatiques
(Mahmoud, 1994).
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Figure 11.6 : solubilité de la matiere azotée des hydrolysats au point isoélectrique des protéines (pl = 4,5).
Conditions réactionnelles pour I’obtention des hydrolysats complets : pH de 7,5, température de 40 °C,
concentration initiale en substrat de 18,8 g/L et ratio enzyme/substrat variant entre 150 et 60000 UA/g.
Protéases : (#) Alcalase 2,4L, (m) : Espérase 7,5L, (A) : Orientase 90N, (o) : Pronase SG, (A) : Neutrase 0,8L,
(o) : Prolyve BS, (+) : sans enzyme.

Les fractions solubles des hydrolysats, appelées hydrolysats solubles, ont été caractérisées par
CLHP-ET (figure 11.4). En comparant les chromatogrammes des hydrolysats initiaux (appelés
hydrolysats complets) et des hydrolysats solubles, il apparait que I’abaissement du pH au
point isoélectrique des protéines permet d’éliminer les protéines non dégradées ou les grands
polypeptides résultant d’une hydrolyse partielle. Ces molécules de taille moléculaire assez
élevée présentent des zones hydrophobes qui permettent leur agrégation au pl. Les
hydrolysats solubles ne semblent pas étre composés de polypeptides et de peptides de taille
moléculaire supérieure a 20 kDa (correspondant a un temps de rétention inférieur a 19 mn).
Ainsi, cette étape d’abaissement du pH permet d’enrichir I’hydrolysat en petits peptides.
Toutefois, aux DH élevés, ce fractionnement est limité par la solubilité élevée de I’hydrolysat
complet.

Le tableau I1.3 présente la répartition de taille des peptides présents dans les hydrolysats
solubles. Aux faibles valeurs de DH, les hydrolysats solubles sont principalement composeés
de peptides compris entre 1 et 10 kDa, tandis qu’aux DH élevés, ils sont majoritairement

constitués de peptides inférieurs a 1 kDa.
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Tableau 1.3 : répartition de taille des peptides dans les hydrolysats solubles (& pH 4,5) obtenus avec différentes
enzymes.

Répartition (%)

Protéase UA/g de DH (%) Peptides Peptides Peptides Peptides
protéine > 10 kDa 3-10kDa 1-3kDa <1kDa
0,15 x 10° 53 26,3 38,1 17,5 18,2
0,5 x10° 8,5 14,9 34,2 24,6 26,4
Alcalase 24L 2  x10° 12,5 8,6 23,7 25,8 41,9
10 x10° 20,4 4,1 16,3 22,5 57,2
40 x10° 31,6 1,2 8,1 14,2 76,5
05 x10° 59 18,1 39,1 22,0 20,8
Espérase 7,51 2 x10° 9,6 11,7 33,8 27,5 27,0
’ 10 x10° 15,1 6,4 23,5 26,9 43,2
60 x 10° 27,9 1,7 11,3 18,0 69,1
0,5 x10° 11,4 8,1 19,2 20,3 52,4
Pronase SG 2 x10° 18,1 3,8 12,5 16,0 67,7
10 x10° 23,4 1,0 6,8 11,0 81,2
05 x10° 10,0 13,3 27,1 20,6 39,1
Neutrase 0,8L 2 x10° 14,7 9,2 21,0 20,2 49,6
35 x10° 23,2 3,8 11,3 14,1 70,8
0,15 x 10° 6,4 15,8 33,0 21,5 29,6
Orientase 90N 05 X 10° 10,8 12,6 27,6 22,4 37,4
2 x10° 15,6 8,3 20,4 21,8 49,5
35 x10° 34,2 1,1 7,6 11,9 79,4
0,15 x 10° 5,6 19,5 34,2 19,6 26,7
Prolyve BS 2 x10° 13,6 11,7 21,1 20,6 46,6
10 x10° 19,3 8,7 14,7 16,6 59,9
35 x10° 28,2 6,5 7.3 10,0 76,2
Sans enzyme - 1,1 34,7 31,4 7,9 26,0

11.2.3.3. Aminogrammes des hydrolysats complets ou solubles.

La composition en acides aminés des hydrolysats complets obtenus avec I’Alcalase 2,4L a
différents ratios enzyme/substrat a eté analysée. Le tableau 11.4 montre qu’il n’existe pas de
variation significative de la composition en acides aminés entre le substrat initial et chacun
des hydrolysats complets. La protéolyse enzymatique permet de conserver globalement la
composition en acides aminés des protéines originelles.

La composition en acides aminés des hydrolysats solubles a également été analysée et est
présentée dans le tableau I1.4. Les hydrolysats solubles sont caractérisés par un aminogramme

similaire a celui du substrat originel.
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Tableau 11.4 : aminogrammes (proportion exprimée en % massique) des hydrolysats complets obtenus avec
I’Alcalase 2,4L et des hydrolysats solubles obtenus avec les différentes protéases. Seules les valeurs extrémes
sont inscrites dans le tableau. L’analyse a porté sur les hydrolysats obtenus a pH 7,5, a 40 °C, pour une
concentration initiale en protéines de 18,8 g/L et pour différents ratio enzyme/substrat : Alcalase 2,4L (150, 500,
2000, 10000 et 40000 UA/g de protéines), Espérase 7,5L (500, 2000, 10000, 60000 UA/g de protéines), Prolyve
BS (150, 2000, 10000, 35000 UA/g de protéines), Orientase 90N (150, 500, 2000, 35000 UA/g de protéines),
Neutrase 0,8L (500, 2000, 35000 UA/g de protéines) et Pronase SG (500, 2000, 10000 UA/g de protéines).

% massique Hydrolysats solubles
Substrat Hydrolysats Alcalase  Espérase Prolyve  Orientase Neutrase  Pronase
initial complets 2,4L 7,5L BS 90N 0,8L SG
Asx 9,5 8,9-9,6 98-108 99-113 96-105 10,0-105 98-116 91-97

Glx 20,2 19,7-214 209-223 212-225 214-22;7 209-215 210-220 182-201

Ser 4,4 43-4/4 42-49 42-52 43-51 42-438 42-44 44-47

His 51 46-50 48-50 49-50 45-50 47-50 49-50 49-52
Gly 17 15-16 16-16 16-16 15-16 16-16 16-16 16-17
Thr 47 45-47 49-52 48-50 49-54 46-49 49-53 48-50
Ala 35 35-39 38-45 39-41 37-40 36-37 36-38 36-37
Arg 98 94-98 83-90 86-91 91-93 92-94 93-97 94-98
Tyr 45 44-48 37-45 34-40 38-44 38-42 37-42 45-49
Cys 04 02-03 01-03 02-02 02-02 01-02 01-02 02-03
val 33 34-35 32-35 33-34 30-32 32-33 28-33 34-36
Met 12 12-14 13-13 13-13 11-11 11-12 10-12 12-14
Phe 57 51-60 46-55 45-52 43-50 51-53 46-53 57-6.1
lle 53 52-55 47-50 46-49 46-49 48-50 46-49 52-55
Leu 91 90-95 88-97 91-96 89-95 93-94 86-95 90-93
Lys 47 43-50 41-46 41-46 42-47 47-50 44-49 49-51
Pro 68 68-71 66-72 68-72 67-71 70-70 65-71 67-70

Asx : acide aspartique et asparagine ; Glx : acide glutamique et glutamine.

11.2.4. Influence des hydrolysats sur la croissance de cellules animales.

Des hydrolysats solubles, préalablement présentés dans le tableau 11.3, ont été évalués pour
leur capacité a promouvoir la croissance de cellules CHO C5 en tant qu’additifs a un milieu
de culture sans sérum, ou en tant que substituts a certains éléments constitutifs du milieu de
base. La croissance de ces cellules animales a été évaluée par dénombrement des cellules
totales par analyse d’images, grace au systéeme Cellscreen. Pour cela, des cellules CHO C5 ont
été cultivées dans des micro-plaques a 96 puits avec un volume utile de 200 pL.

Les premieres expériences de cette étude concernent I’influence de ces hydrolysats en tant

qu’additifs au milieu de culture (sans sérum + TIB).

11.2.4.1. Influence du degré d’hydrolyse sur la croissance cellulaire.

Les hydrolysats solubles obtenus avec différentes protéases et caractérisés par différents DH

sont ajoutés a une concentration de 2 g/L dans le milieu de culture. Le suivi cinétique est
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réalisé sur 70 h. La concentration cellulaire atteinte, aprés 70 h, dans les milieux supplémentés
avec I’hydrolysat est comparée a celle atteinte dans le milieu de référence (sans hydrolysat)
(tableau 11.5).

Tableau 11.5: pourcentage de variation de densité cellulaire dans le milieu de culture supplémenté avec
I’hydrolysat soluble a 2 g/L par rapport a la densité cellulaire atteinte dans le milieu de culture de référence (sans
hydrolysat). Dénombrement des cellules totales par le systéeme Cellscreen aprés 70 h de culture.

Protéase DH (%) % de variation de densité cellulaire par rapport a la référence
Référence - 100
53 85
8,5 103
Alcalase 2,4L 12,5 108
20,4 117
31,6 133
5,9 85
. 9,6 92
Espérase 7,5L 151 85
27,9 125
11,4 100
Pronase SG 18,1 131
23,4 120
10,0 95
Neutrase 0,8L 14,7 111
23,2 133
6,4 100
. 10,8 112
Orientase 90N 156 104
34,2 156
Prolyve BS 19,3 106

Une tendance se dégage de ces résultats; lorsque le milieu est supplémenté avec des
hydrolysats solubles de degré d’hydrolyse faible ou relativement peu élevé (DH < 16 %), la
densité cellulaire est plus faible ou Iégerement plus élevée que celle de la référence, et
inversement, lorsque le milieu est supplémenté avec des hydrolysats solubles de DH élevé
(DH > 18 %), la densité cellulaire devient nettement supérieure a celle de la référence ; ce qui,
vu la composition des hydrolysats a DH élevé indiquerait que la présence de peptides
inférieurs a 1000 Da est un facteur favorable a la croissance cellulaire. Cependant, le rdle de
tels peptides dans les milieux de culture n'est pas élucidé. Ainsi, les hydrolysats solubles de

DH élevés ont été choisis pour une étude plus avancée.
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11.2.4.2. Influence de la speécificité des protéases.

La figure 11.7 présente des cinétiques de croissance cellulaire, observées pendant environ 200
h, en présence d’hydrolysats solubles de DH élevé ajoutés a une concentration de 4 g/L dans
le milieu de culture. Les résultats montrent que tous les hydrolysats solubles ameliorent
significativement mais difféeremment la croissance des cellules CHO C5. En effet, selon le
type de protéase utilisé, la concentration cellulaire maximale atteinte est de I’ordre de 1,3 a
2,1 fois plus élevée que celle de la référence. Les meilleurs résultats sont obtenus avec la
Pronase SG et I’Alcalase 2,4L qui permettent de doubler la concentration cellulaire maximale
mais les hydrolysats solubles de I’Espérase 7,5 L et de I’Orientase 90N sont également tres
actifs puisqu’ils permettent de multiplier la densité cellulaire maximale par 1,7. Enfin,
I’hydrolysat soluble de la Neutrase 0,8L est le moins actif.

Pronase SG (DH = 23,4 %)

Alcalase 2,4L (DH = 31,6 %)
Espérase 7,5L (DH = 27,9 %)
Orientase 90N (DH = 34,2 %)

Neutrase 0,8L (DH = 23,2 %)

Référence

concentration cellulaire (* 10° cellules/mL)

0 25 50 75 100 125 150 175 200
temps (h)

Figure I1.7 : suivi par analyse d’images des cinétiques de croissance de cellules CHO (dénombrement des
cellules totales par le systéme Cellscreen). Effet de la supplémentation & 4 g/L d’un milieu de culture sans sérum
avec des hydrolysats solubles obtenus avec différentes protéases : (x) Pronase SG et DH = 23,4 %, (0) Alcalase
2,AL et DH = 31,6 %, (A) Espérase 7,5L et DH = 27,9 %, (o) Orientase 90N et DH = 34,2 %, (o) Neutrase 0,8L
et DH = 23,2 %. (#) : référence. Erreur sur la mesure < 5 %.

Tous les hydrolysats solubles utilisés possedent entre 70 et 80 % de peptides inferieurs a 1000
Da. Ainsi, I’'amélioration de la densité cellulaire ne dépend pas uniquement de la proportion
en petits peptides et n'est donc pas liée uniquement a un effet nutritionnel. Elle dépend
probablement de la spécificité de la protéase utilisée, c'est-a-dire de la nature des peptides
génerés.

Afin de vérifier ces résultats, des mélanges d'acides aminés libres aux proportions similaires a

celles des hydrolysats de globulines ont été ajoutés dans le milieu de culture de référence.
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Aucune variation significative n'est observée entre la croissance des cellules cultivées dans le

milieu supplémenté en acides amines et la croissance des cellules cultivées dans le milieu de

référence. Ainsi, les peptides n'auraient pas uniqguement un réle nutritionnel.

11.2.4.3. Influence de la concentration en hydrolysat.

L'allure des cinétiques de croissance difféere selon la concentration de I’hydrolysat soluble

dans le milieu (2, 4 ou 6 g/L) (figure 11.8). En effet, en général, plus cette derniere augmente,

plus la vitesse initiale de croissance diminue mais plus la concentration cellulaire finale est

élevée. Il existerait donc un effet dose des hydrolysats solubles sur la croissance des cellules

animales.
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N
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Figure 11.8 : suivi par analyse d’images des cinétiques de croissance de cellules CHO (dénombrement des
cellules totales par le systeme Cellscreen). Effet de la supplémentation d’un milieu de culture sans sérum par les
hydrolysats solubles a différentes concentrations : (o) : 2 g/L, (0): 4 g/L, (A): 6 g/L. Hydrolysats : (a) :
Orientase 90N DH = 34,2 %, (b) : Neutrase 0,8L DH = 23,2 %, (c) : Pronase SG DH = 23,4 %, (d) : Alcalase
2,AL DH = 31,6 %, (e) : Espérase 7,5L DH = 27,9 %. Référence = sans hydrolysat (¢).
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11.2.4.4. Comparaison entre un hydrolysat de colza et un hydrolysat
commercial de blé.
L’influence de I’addition des hydrolysats de colza sur la croissance des cellules animales a été
comparée avec celle d’un hydrolysat commercial de blé utilisé pour améliorer la croissance de
certaines lignées cellulaires, notamment de type CHO (figure 11.9).
La supplémentation du milieu de culture avec I’hydrolysat de colza permet, par rapport a la
référence, d’augmenter la densité cellulaire maximale de 65 % tandis que celle avec
I’hydrolysat de blé ne permet de I’augmenter que de 27 %. L hydrolysat de colza généré dans
cette étude améliore bien plus la croissance cellulaire que I’hydrolysat commercial de blé.
Cette étude reste préliminaire et la vérification de I’action biologique de I’hydrolysat soluble
de colza sur d’autres lignées cellulaires devrait étre entreprise afin de valider la potentialité de

ces hydrolysats en vue d’une exploitation industrielle.
7 Hydrolysat soluble de colza
Hydrolysat commercial de blé

Référence

concentration cellulaire (* 10° cellules/mL)

0 T T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150 175
temps (h)
Figure 11.9 : suivi par analyse d’images des cinétiques de croissance de cellules CHO (dénombrement des
cellules totales par le systeme Cellscreen). Effet de la supplémentation d’un milieu de culture sans sérum par (m)

I’hydrolysat commercial de blé, HP4605, a 2 g/L, ou par (A) I’hydrolysat soluble de colza de DH 23,4 obtenu
avec la Pronase SG. Référence = sans hydrolysat ().

11.2.4.5. Morphologie des cellules.

La morphologie des cellules a été observée au cours d'une culture supplémentée avec un
hydrolysat généré avec I'Alcalase 2,4L (DH de 31,6 %) grace aux photographies numériques
obtenues par I’analyseur d’image (figure 11.10). La morphologie des cellules peut étre
caractérisée par deux états différents :
= un état ou les cellules sont viables et proliférent: cellules rondes, brillantes et
réfringentes ;
= un état ou les cellules ne proliférent plus et meurent : cellules de petite taille, non

réfringentes, sombres, granuleuses et agrégées les unes aux autres.
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A 164 h de culture, les cellules de la culture de référence sont probablement mortes tandis
qu’en présence d’un hydrolysat soluble de colza a 2 g/L, ces derniéres sont toujours vivantes.

Ainsi, en présence d’hydrolysat, le déces cellulaire serait retarde.

Supplémentation avec
un hydrolysat soluble

Référence

Oh

94 h

164 h

Figure 11.10 : photographies numériques des cellules CHO C5 au cours de la culture en microplaques. Le suivi
est obtenu soit sur des cellules cultivées dans un milieu de référence, soit dans un milieu additionné, & 2 g/L, de
I’hydrolysat soluble obtenu avec I’ Alcalase 2,4L et caractérisé par un DH de 31,6 %.

Ces résultats permettent de suggérer qu'en plus de leur valeur nutritionnelle, les peptides
joueraient le role de facteurs de croissance, de facteurs de survie ou de détoxifiants (Frangk,
2000 ; Kunst, 2000). De tels peptides n'ont pas encore été purifiés et identifiés. Cependant,

notre étude précédente a montré que les hydrolysats peptidiques n'avaient pas qu'un réle
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nutritionnel puisque des hydrolysats de profil similaire obtenus par différentes enzymes

n'induisaient pas le méme effet sur la croissance et la survie des cellules.

11.2.4.6. Influence des hydrolysats en tant que substitut a certains éléments

du milieu de base.

De par sa capacité a significativement promouvoir la croissance des cellules animales,
I’hydrolysat soluble de DH 23,4 % obtenu avec la Pronase SG a été choisi comme substitut.
Ce mélange peptidique a été ajouté a une concentration de 2 g/L dans un milieu dépourvu en
certains composants du milieu de base: les éléments traces (sels), les TIB (mélange
d’insuline, de transferrine et d’albumine), I’insuline ou la transferrine. Pour chaque essai, un
témoin est réalisé dans les mémes conditions mais sans le mélange peptidique. La figure 11.11

présente les résultats obtenus.

. a - susbtitut aux éléments traces . b - sushbtitut aux TIB _ C -susbtitut aux élements traces
etaux TIB
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Figure 11.11 : suivi par analyse d’images des cinétiques de croissance de cellules CHO C5 (dénombrement des
cellules totales par le systtme Cellscreen). Effet de la supplémentation, par I’hydrolysat soluble obtenu avec la
Pronase SG (DH 23,4 %), d’un milieu de culture dépourvu en certains constituant de base : (a) en éléments
traces, (b) en TIB, (c) en éléments traces et en TIB, (d) en transferrine et (e) en insuline. Témoins positifs : (¢)
milieu complet sans ajout du mélange peptidique, (0) milieu complet en présence du mélange peptidique.
Essais : (A) milieu dépourvu en un composant de base et sans ajout du mélange peptidique, (A) milieu dépourvu
en un composant de base et en présence du mélange peptidique.
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Le mélange peptidique étudié se substitue aux éléments traces et a I’insuline (figures I1.11.a et
I1.11.e). Cependant, il se substitue moins bien aux TIB et a la transferrine (figures 11.11.b et
11.11.d) puisqu’il ne permet pas d’atteindre la concentration cellulaire obtenue par la référence
(en présence de ces composants). Enfin, en absence de TIB et d’éléments traces (figure
I1.11.c), la fraction peptidique seule ne permet pas de compenser la déplétion et entraine un

déces des cellules.

11.2.5. Récapitulatif de la comparaison des différentes protéases.

Ces premiers travaux ont permis de caracteriser, dans des conditions opeératoires définies,
I’action hydrolytique de sept protéases commerciales sur un isolat de protéines de colza
composé majoritairement de globulines. En particulier, nous avons mis en évidence que les
cinétiques d’hydrolyse, la taille des peptides produits et I’activité biologique des hydrolysats
sont influencées par la « spécificité » de I’enzyme.

Dans une premiére phase, nous avons montré que les protéases sont plus ou moins efficaces
pour I’hydrolyse de I’isolat de globulines de colza, cette efficacité variant en fonction de la
concentration initiale en enzyme. La Pronase SG est la protéase la plus efficace alors que la
Lypaine 6500 est, au contraire, la moins performante : pour cette raison, cette derniere a été
éliminée de la suite de I'étude. L évolution de la taille des peptides mise en évidence au cours
de I’hydrolyse a permis de montrer que toutes les protéases possedent un mécanisme de type
zipper mais les subtilisines (Alcalase 2,4L, Orientase 90N et Espérase 7,5L) se distinguent par
leur capacité a générer davantage de peptides intermédiaires (1-10 kDa) et moins de peptides
inférieurs a 1000 Da comparativement aux protéases neutres (Pronase SG, Neutrase 0,8L et
Prolyve BS). Toutefois, a un DH donné, les hydrolysats générés avec les différentes protéases

possedent la méme solubilité et globalement la méme composition en acides amings.

Dans une seconde phase, la comparaison de I’activité biologique de divers hydrolysats
solubles sur la croissance de cellules animales CHO C5 cultivées dans un milieu sans sérum a
permis de montrer que les hydrolysats de DH élevés possédant plus de 70 % de peptides
inférieurs a 1000 Da promeuvent fortement la croissance cellulaire et maintiennent cette
croissance sur pres de 200 h. D'une part, nous avons mis en évidence un effet dose de

I'nydrolysat sur la cinétique de croissance des cellules. D'autre part, I'amélioration de la
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croissance et de la survie des cellules dépend du type de protéase utilisée : les peptides
n'auraient pas uniquement un role nutritionnel. Les hydrolysats les plus actifs sont ceux
obtenus avec la Pronase SG et I’Alcalase 2,4L.

Enfin, nous avons montré que I'hydrolysat obtenu par la Pronase SG et caractérisé par un DH
de 23,4 % se substitue bien & I'insuline et aux éléments traces mais moins bien aux TIB et a la

transferrine.

Cependant, dans cette étude, toutes les hydrolyses ont été réalisées a un pH de 7,5 et a une
température de 40 °C afin de s’affranchir de I’effet de ces parametres sur les caractéristiques
physico-chimiques du substrat. Ainsi, I’étude suivante vise a déterminer les conditions
optimales de pH et de température des enzymes et a caractériser leur action hydrolytique dans
de telles conditions afin de sélectionner celles produisant le plus de peptides inférieurs a 1000
Da.

11.3. COMPARAISON DE L’ACTION HYDROLYTIQUE DES PROTEASES DANS
DES CONDITIONS OPTIMALES DE PH ET DE TEMPERATURE.

L’objectif principal de cette partie est de comparer les différentes protéases selon leur capacité
a générer des petits peptides (< 1000 Da) dans des conditions de pH et de température leur

étant les plus favorables.

11.3.1. Zone optimale de pH et de température pour la génération de petits et

moyens peptides.

Cette etude consiste a déterminer les zones optimales de pH et de température des enzymes
pour la production de petits et moyens peptides a partir de I’isolat de globulines. Les petits et
moyens (peptides inférieurs a environ 5 kDa) sont, d’aprés la littérature, ceux qui sont le plus
susceptible d’étre biologiquement actifs.

Pour cela, nous avons modélise I’activité protéolytique des enzymes en fonction du pH et de
la température, I’activité protéolytique étant définie comme I’inverse de la quantité d’enzyme
nécessaire pour obtenir une quantité donnée de petits et moyens peptides apres hydrolyse de
I’isolat de globulines pendant 10 mn. Le modéle utilisé est un polynéme du second degré qui
nécessite, pour sa résolution, la détermination des valeurs de I’activité protéolytique pour 9

couples pH/température.
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L’isolat de globulines a été hydrolysé pendant 10 mn, a 18,8 g/L, a différentes concentrations
en enzyme et pour différents couples pH/température. La méthode choisie pour le suivi de
I’étendue de I’hydrolyse est une méthode au TCA, méthode qui permet de quantifier les petits
et moyens peptides. La concentration de TCA dans cette méthode est 0,3 M. Cette
concentration permet de récupérer que les peptides inférieurs a 7000 Da de I’hydrolysat (non
montré). Le degré d’hydrolyse obtenu aprés 10 mn par la méthode au TCA sera, par la suite,
appelé DHrca. Ce DHrca est proportionnel a la quantité de peptides inférieurs a 7000 Da

produits au cours de la réaction.

La figure 11.12 présente, pour les différents couples pH/température, les valeurs de DHrca €n
fonction du ratio enzyme/substrat (exprimé en %, p/p ou v/p) ; les résultats sont représentés, a
titre d’exemple, pour les trois enzymes Alcalase 2,4L, Pronase SG et Neutrase 0,8L.

Cette figure montre que plus la concentration initiale en enzyme augmente, plus le DHrca
augmente a cause d’une dégradation plus poussee du substrat en petits et moyens peptides. De
plus, quel que soit le couple pH/température, il existe une relation semi-logarithmique entre le
DHrca et le ratio enzyme/substrat. Cette corrélation a été également mise en évidence pour les
autres enzymes. Ces relations permettent de calculer précisément, pour un couple
pH/température donne, la quantité d’enzyme necessaire pour atteindre un DHyca donné. Ces
valeurs expérimentales sont alors utilisées pour modéliser, en fonction du pH et de la

température, I’activité protéolytique des protéases pour atteindre un DHtca donné.

a — Alcalase 2,4L b — Pronase SG ¢ — Neutrase 0,8L

20 4 20 -

15 4

15 4

10 4 10 4

DHrca (%)
DHrca (%)
DHrca (%)

0,1 i 1‘0 160
ratio enzyme/substrat (%) ratio enzyme/substrat (%) ratio enzyme/substrat (%)

Figure 11.12 : DH a 10 mn déterminé par une méthode au TCA (DH+ca) pour différents ratios enzyme/protéine
(%, mL ou g de protéase pour 100 g de protéines) et pour différents couple pH/température. Protéases : (a)
Alcalase 2,4L, (b) Pronase SG et (c) Neutrase 0,8L. Couples pH/température : pour I’Alcalase 2,4L, (¢) pH 6 et
70 °C, (m) pH 8,5t 70 °C, (A) pH 10 et 70 °C, (®) pH 8,5 et 50 °C, (¢) pH 6 et 35 °C, (o) pH 8 et 36 °C, (A)
pH 7 et 39 °C, (o) pH 7,5 et 60 °C, (*) pH 10 et 35 °C ; pour la Pronase SG, (¢) pH 7,5 et 60 °C, (m) pH 5 et 60
°C, (A)pH 9et 60 °C, (o) pH 7,5t 40 °C, (0) pH 5 et 25 °C, (o) pH 9 et 25 °C, (A) pH 7 et 26 °C, (o) pH 6 et
29 °C, (*) pH 6,5 et 50 °C.
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Dans le cas ou les peptides d'intérét sont destinés a la supplémentation de milieu de culture
pour cellules animales, il est apparu qu'il était préférable de trouver des conditions d'hydrolyse
permettant d'obtenir un DHrca élevé. C’est pourquoi, nous avons défini une unité d’activité
(Utca) comme etant la quantité d’enzyme (en g ou en mL suivant la formulation de la
préparation enzymatique) pour obtenir un DHtca de 20 %. Le modéle empirique utilisé est
I’équation polynémiale suivante :

AP =a; + (az x pH) + (a3 x T) + (ag x pH x T) + (as x pH?) + (@5 x T?), o as,_ag, et by, be
sont les constantes definissant les modéles, T est la température en °C et AP est I’activité

protéolytique en unité arbitraire, Urca, par g ou mL d’enzyme.

Les courbes d’isoréponse de I’activité protéolytique, obtenues grace aux modeles, sont
présentées dans la figure 11.13. Elles permettent d’identifier la zone de pH et de température
ou I’activité protéolytique de I’enzyme est la plus élevée, c'est-a-dire ou I’enzyme est la plus
active pour générer des petits et moyens peptides.

Notons, tout d’abord, que les coefficients de corrélation entre les valeurs expérimentales et les
valeurs modélisées sont acceptables puisqu’ils varient entre 0,87 et 0,96. Les tests de Student
a5 % d’erreur valident également les modéles.

La figure 11.13 montre que I’activité protéolytique maximale et le couple pH/température lui
correspondant varient significativement d’une protéase a I’autre. Caractérisée par une activité
protéolytiqgue maximale de 8180 Utca/g a pH 8 et 60 °C, la Pronase SG est la protéase la plus
active pour générer des petits et moyens peptides, suivie dans I’ordre d’activité décroissante
par I’Orientase 90N (2180 Urca/g a pH 6 et 50 °C), I’Alcalase 2,4L (1830 Urca/mL a pH 7,5
et 70 °C), I’Espérase 7,5L (1450 Urca/mL a pH 10 et 70 °C), la Neutrase 0,8L (330 Urca/mL
a pH 7 et 48 °C) et la Prolyve BS (130 Urca/g a pH 7,4 et 52 °C). Il apparait, ainsi, que les
protéases a sérine (Orientase 90N, Alcalase 2,4L, Pronase SG et Espérase 7,5L) sont plus
actives que les métalloprotéases. De par leurs trés faibles activités protéolytiques, la Prolyve
BS et la Neutrase 0,8L ne nous paraissent pas satisfaisantes. Nous avons décidé de ne pas

poursuivre I’étude avec ces enzymes.

L activité protéolytique maximale des protéases a été déterminée pour des réactions de 10 mn.
Cette durée n’est cependant pas suffisante pour prendre en compte I’inactivation thermique de
I’enzyme susceptible de se produire lors d’hydrolyses plus longues. C’est pourquoi, il est
apparu important de déterminer les conditions optimales de pH et de température des enzymes

pour des hydrolyses de plusieurs heures.
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Figure 11.13 : modélisation de I’activité protéolytique des différentes protéases en fonction du pH et de la
température lors de I’hydrolyse de I’isolat de globulines. Le modele utilisé est un polyndme du second degré :
AP =a, + (a, x pH) + (a3 x T) + (a4 x pH x T) + (a5 x pH?) + (ag x T?). Les valeurs des paramétres des modéles

sont inscrites a droite des figures.
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11.3.2. Détermination du pH optimal et de la température optimale des protéases
pour des hydrolyses de longue durée.

11.3.2.1. Conditions optimales de pH et de températures des enzymes.

La détermination des conditions optimales de pH et de température des protéases s’appuie sur
les résultats de la modélisation de I’activité protéolytique en fonction de ces variables.
L’isolat de globulines (18,8 g/L) est hydrolysé, pendant 8,3 h, a différentes valeurs de pH et
de température mais toujours a une méme concentration initiale en protéase fixée en Urca/L.
La concentration choisie a été fixée arbitrairement & 420 Urca/L afin d’atteindre un DH élevé
aprés 8 h d’hydrolyse. Les DH finaux des hydrolyses sont alors comparés les uns par rapport
aux autres : plus le DH final est faible, plus lI'enzyme a perdu son activité au cours de
I'nydrolyse. Ainsi, les conditions optimales de pH et de température des enzymes sont celles

qui correspondent au DH final le plus élevé.

Les hydrolyses sont conduites par la méthode du pH-Stat dans un réacteur discontinu d’un
volume de 100 mL. Les hydrolyses sont réalisées a différents couples pH/température. Ceux-
ci sont choisis en fixant d’abord la température et en déterminant, ensuite, grace aux courbes
d’isoréponse obtenues précédemment, le pH qui donne la meilleure activité. Les valeurs de
température sont, d’expérience en expérience, de plus en plus faibles afin de bien cerner les
phénomenes d’inactivation enzymatique et, en particulier, de dénaturation thermique des

enzymes. Les résultats sont présentés dans le tableau 11.6.

Tableau 11.6 : détermination des conditions optimales de pH et de température des protéases. DH obtenu aprés
8,3 h pour des hydrolyses conduites a différents couples pH/température, pour une concentration initiale en
enzyme de 416 U+rca/L et pour une concentration initiale en substrat de 18,8 g/L.

Alcalase 2,4L Espérase 7,5L Pronase SG Orientase 90N
Terr;?:rliture DH (%) Terr;;t)(:)rﬁture DH (%) Terr;?;rliture DH (%) Terr;;:%rﬁture DH (%)
70 °C, pH 8,5 6,9 70 °C, pH 8,5 10,6 47°C,pH7,7 13,3 55 °C, pH 7 16,8
65°C,pH 7,5 14,0 60 °C, pH 9 16,9 42°C,pH 7,7 15,3 45°C,pH 7,5 18,0
60 °C, pH 7,5 17,3 55°C, pH 9,5 19,4 37°C,pH7,7 17,3 40°C,pH 7,5 18,6
55°C,pH 7,7 18,1 50 °C, pH 9,5 19,4 32°C,pH7,7 17,3 35°C,pH 7,7 18,0
50 °C,pH 8 18,5

D'apres le tableau 11.6, une diminution de la température de I’hydrolyse s'accompagne d'un
accroissement du DH final. Il existe cependant une température seuil a partir de laquelle
aucune diminution significative du DH final n’est observée ; cette température correspondrait

a la température optimale de I’enzyme. En effet, la diminution du DH lorsque la température
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augmente montrerait que les protéases perdent progressivement leur activité par des
phénomenes de dénaturation thermique. Les conditions optimales de pH et de température de
chaque protéase pour la génération de petits et moyens peptides ainsi que leur activité

protéolytique dans ces conditions sont récapitulées dans le tableau 11.7.

Tableau I1.7 : pH optimal (pHo) et température optimale (To) des protéases pour I’hydrolyse d’un isolat de
protéines de tourteaux de colza. L’activité protéolytique dans les conditions optimales de pH et de température a
été calculée en Urca/mL ou en Utca/g d’enzyme.

Protéase pHo To Couple pHo / To Activité protéolytique (Urca/mL ou
choisi Urca/g) au couple pHo/ To

Alcalase 2,4L 7,7-8 50 - 55 8/50 1380

Espérase 7,5L 9,5 50-55 9,5/55 1030

Pronase SG 7,7 32-37 77137 4900

Orientase 90N 75 40-45 7,5/40 1710

Les conditions optimales de pH et de température trouvées dans cette étude sont proches ou
similaires de celles conseillées par les fournisseurs ou de celles utilisees dans la littérature.
Seul le pH optimal de la Pronase SG est différent de celui indiqué par le fournisseur. En effet,
ce dernier conseille un pH de 8,8 alors que nous trouvons un pH optimal de 7,7 (Yoshida et
al., 1988).

Enfin, d’apres le tableau 11.7, dans des conditions optimales de pH et de température, la
Pronase SG est la protéase la plus active (4900 Urca/g) suivie de I’Orientase 90N (1710
Urca/g), de I’Alcalase 2,4L (1380 Urca/mL) et de I’Espérase 7,5L (1030 Urca/mL).

Les conditions optimales de pH et de température pour la génération des petits et moyens
peptides ont été identifiées pour les protéases sélectionnées. Toutefois, afin de caractériser

plus précisément la nature des peptides genérés, les hydrolysats ont été analysés par CLHP.

11.3.2.2. Caractérisation des hydrolysats par CLHP-ET et CLHP-PI.

Les hydrolysats précédents, obtenus dans des conditions optimales et caractérisés par des DH
variant entre 17,3 et 19,4 % selon I’enzyme, ont été analysés par CLHP-ET et par CHLP-PI
(figure 11.16).

Les profils chromatographiques obtenus par les deux techniques analytiques différent
fortement suivant le type de protéase utilisé, ce qui permet de suggérer des mélanges de

peptides de nature différente.
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Figure 11.16 : profils chromatographiques d’hydrolysats obtenus par (a) chromatographie d’exclusion de taille
(colonne Superdex Peptide H/R 10/30) et (b) par chromatographie en phase inverse (colonne C;g Prosphere
300A). Les hydrolysats analysés sont ceux obtenus par hydrolyse de I’isolat de globulines par différentes
protéases. Conditions réactionnelles : So = 18,8 g/L, Eo = 416 Uqca/L, durée = 8,3 h ; Alcalase 2,4L : pH 8 et 50
°C (DH = 18,5 %), Espérase 7,5L : pH 9,5 et 55 °C (DH = 19,4 %), Pronase SG : pH 7,7 et 37 °C (DH = 17,3
%), Orientase 90N : pH 7,5 et 40 °C (DH = 18,6 %). IH : indice d’hydrophaobie.

Effectivement, d’aprés la distribution de taille moléculaire des mélanges de peptides et leur

répartition d’hydrophobie (respectivement tableaux 11.8 et 11.9) :

la Pronase SG a généré un hydrolysat essentiellement constitué de peptides inferieurs
a 1 kDa (62 %) et de nature hydrophile ou amphiphile (66 %) ;

I’hydrolysat obtenu par I’Alcalase 2,4L est principalement composé de peptides

inférieurs a 3 kDa (73 %) de nature amphiphile ou hydrophobe (respectivement 35 % et

33 %) mais aussi de nature hydrophile (24 %) ;

comparativement aux autres hydrolysats, I’Espérase 7,5L a produit un hydrolysat

caractérisé par une forte proportion en peptides intermédiaires de taille moléculaire

comprise entre 1 et 10 kDa (26 %) et une forte proportion de peptides hydrophobes ou trés

hydrophobes (60 %) ;

I’hydrolysat produit par I’Orientase 90N est remarquable par sa proportion élevée en

polypeptides supérieurs a 10 kDa (21 %), par sa faible proportion en peptides hydrophiles

(9 %) et par sa proportion relativement élevée en peptides amphiphiles ou hydrophobes

(respectivement 39 % et 33 %).

169



Résultats et discussion Comparaison des protéases

Tableau 11.8 : distribution de taille moléculaire des hydrolysats obtenus par hydrolyse de I’isolat de
globulines avec différentes protéases ajoutées a 416 Urca/L dans le milieu réactionnel. Conditions
réactionnelles : So = 18,8 g/L, durée = 8,3 h ; Alcalase 2,4L : pH 8 et 50 °C, Espérase 7,5L : pH 9,5 et 55
°C, Pronase SG : pH 7,7 et 37 °C, Orientase 90N : pH 7,5 et 40 °C.

Proportion des peptides (%) dont la taille moléculaire est :

hydrolysat > 10 kDa 3-10kDa 1-3kDa <1kDa
Alcalase 2,4L, DH = 18,5 % 9,7 17,3 20,7 52,3
Espérase 7,5L, DH = 19,4 % 10,7 22,1 23,4 43,8
Pronase SG, DH=17,3% 11,4 13,2 13,9 61,5
Orientase 90N, DH = 18,6 % 21,0 17,2 16,3 45,5

Tableau 11.9 : répartition d’hydrophobie des hydrolysats obtenus par hydrolyse de I’isolat de globulines
avec différentes protéases ajoutées a 416 Urca/L dans le milieu réactionnel. Conditions réactionnelles : So
=18,8 g/L, durée = 8,3 h ; Alcalase 2,4L : pH 8 et 50 °C, Espérase 7,5L : pH 9,5 et 55 °C, Pronase SG : pH
7,7 et 37 °C, Orientase 90N : pH 7,5 et 40 °C.

Proportion des peptides (%) dont I’indice d’hydrophobie est :
<5 5-105 10,5-26 > 26

Nature hydrophile/hydrophobe hydrophile amphiphile hydrophobe  trés hydrophobe

des peptides

Alcalase 2,4L, DH = 18,5 % 24,4 34,6 33,0 8,0
Espérase 7,5L, DH =19,4 % 11,9 28,1 39,6 20,4
Pronase SG, DH =17,3 % 28,9 37,3 25,2 8,6
Orientase 90N, DH = 18,6 % 9,3 38,7 33,4 18,6

Le choix de I’enzyme dans un procédé d’hydrolyse peut étre orienté par sa capacité a produire
des peptides de propriétés particuliéres. Par exemple, de par leur capacité a générer des
hydrolysats composés de grands peptides ou polypeptides, de nature amphiphile et
hydrophobe, I’Orientase 90N et I’Espérase 7,5L sont plus susceptibles de produire des
hydrolysats a propriétés fonctionnelles. Inversement, la Pronase SG et I’Alcalase 2,4L
génerent davantage de petits peptides (< 1 kDa) de nature hydrophile ou amphiphile ; elles
seraient donc plus susceptibles de produire des hydrolysats a propriétés nutritionnelles ou
hypoallergéniques, ou de générer des peptides ayant un intérét notamment comme additif dans
des milieux de culture pour cellules animales.

Il s’avere effectivement que les hydrolysats de DH élevé obtenus avec la Pronase SG (DH =
21 %) a pH 7,7 et 37 °C, ou ceux obtenus avec I’Alcalase 2,4L (DH = 26 %) a pH 8 et 50 °C,
permettent de promouvoir significativement la croissance de cellules CHO C5 lorsque ces
derniers sont additionnés a 2 g/L dans le milieu de culture sans sérum (résultats non montres).
En effet, aprés 180 h de culture, la densité cellulaire dans les milieux supplémentés en
hydrolysat augmente, d’aprés I’analyse d’images, d'environ 75 % par rapport a la densité

cellulaire de la culture de référence.
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11.3.3. Récapitulatif de la comparaison des enzymes dans des conditions optimales

de pH et de température.

Considérant I’hydrolyse de I’isolat de globulines, les protéases ont été comparées selon leur

capacité a genérer des petits et moyens peptides (< 7000 Da) dans les conditions de pH et de

température leur étant les plus favorables. Ce travail a permis :

= de définir les conditions optimales de pH et de température pour la génération de petits et
moyens peptides ;

= de montrer que la Prolyve BS et la Neutrase 0,8L possédent, comparativement aux autres
enzymes, une faible activité protéolytique maximale pour la production de ce type de
peptides ;

= de montrer que la Pronase SG et I’Alcalase 2,4L sont les protéases qui produisent le plus
de petits peptides de nature hydrophile alors que I’Espérase 7,5L et I’Orientase 90N
génerent des peptides plus longs et de nature plus hydrophobe. Ainsi, selon I’application
recherchée pour I’hydrolysat, le choix de I’enzyme peut étre plus ou moins orienté vers
I’une des enzymes. L’Espérase 7,5L et I’Orientase 90N pourraient étre les protéases les
plus appropriées pour la génération d’hydrolysats & propriétés fonctionnelles alors que la
Pronase SG et I’Alcalase 2,4L sont les protéases les plus adéquates pour la production
d’hydrolysats promouvant la croissance de cellules animales cultivées dans un milieu sans

sérum.

11.4. CONCLUSION.

Ces travaux ont permis de caractériser et de comparer I’action hydrolytique de sept protéases
commerciales sur I’isolat de globulines.

Dans une premiere phase, considérant I’hydrolyse des globulines dans des conditions de pH et
de température contraintes, nous avons montré que la spécificité des enzymes influence les
cinétiques d’hydrolyse, la taille des peptides produits et I’activité biologique des hydrolysats.
En effet, les enzymes se distinguent par leur activité protéolytique en UA/g ou UA/mL, par
leur efficacité d’hydrolyse, par leur mécanisme zipper plus ou moins prépondérant, par leur
co(t pour obtenir un DH donné et par la nature des peptides qu’elles générent. Pour ce dernier
cas, ceci a été mis en évidence en déterminant I’influence des hydrolysats sur la croissance de

cellules animales cultivées dans un milieu sans sérum. En effet, pour une méme répartition de
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taille des peptides, certains hydrolysats favorisent mieux que d’autres la croissance de cellules

CHO. Le tableau 11.10 synthétise I’ensemble de ces resultats.

Tableau 11.10 : tableau synthétisant les résultats concernant I’action hydrolytique des protéases sur I’isolat de
globulines. Performance : +++ : excellente, ++ : bonne, + : médiocre, - : mauvaise.

w U™ © wWIooorozN~NmMm

=S ? % ('_? ® 3 g‘,% 0@ Qg

< M o S &8 | S o

< e = b 5 Y 3

(4] @ 7 D 5] @ @

Activité protéolytique en UA/g ou UA/mL + ++ | A | | - + | ++
Efficacité hydrolytique vis-a-vis des globulines ++ + ++ | | - ++ | +
Prépondérance du mécanisme zipper ++ + + ++ | nd. | ++ | +
Co(t des protéases + |+ |+ | - [ nd |+ |+t
Influence des hydrolysats sur la croissance de cellules animales nd. | +++ | ++ | +++ | nd. | + | ++

n.d. : non déterminé.

L’etude a également montré que les hydrolysats majoritairement composes de peptides
inférieurs a 1000 Da ( a plus de 70 %) sont ceux qui améliorent le plus significativement la
croissance des cellules animales. Il existerait un effet dose de ces peptides puisque la
croissance des cellules animales est plus ou moins lente et la densité cellulaire maximale
atteinte est plus ou moins importante selon la concentration de I’hydrolysat additionné dans le
milieu de culture. De plus, en comparaison a un hydrolysat de blé commercialisé pour ces
propriétés activatrices de la croissance de cellules animales, certains hydrolysats de colza
paraissent plus actifs mais ces résultats préliminaires sont a valider sur plusieurs lignées

cellulaires.

Dans une seconde phase, les enzymes ont tout d’abord été comparées sur leur capacité a
géneérer des petits et moyens peptides (< 7000 Da) dans les conditions de pH et de température
leur étant les plus favorables ; considérant que les petits et moyens peptides sont les peptides
les plus susceptibles d’étre actifs.

Les enzymes les plus actives pour générer de tels peptides sont dans I’ordre décroissant : la
Pronase SG, I’Orientase 90N, I’Alcalase 2,4L et I’Espérase 7,5L. Toutefois, a un DH donnég,
la Pronase SG et I’Alcalase 2,4L produisent plus de peptides inférieurs a 1000 Da et de nature
hydrophile que I’Espérase 7,5L et I’Orientase 90N. Ainsi, selon I’application recherchée des
peptides, le choix des protéases peut s’orienter vers I’une ou I’autre des protéases.

Tres active pour la génération de peptides inférieurs a 1000 Da et capables de genérer des
hydrolysats promouvant la croissance de cellules animales, I’Alcalase 2,4L et la Pronase SG

sont les deux protéases choisies pour la suite de ce travail.
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I11. ETUDE CINETIQUE ET MODELISATION DE L’HYDROLYSE
ENZYMATIQUE D’ISOLATS DE PROTEINES DE COLZA.

111.1. INTRODUCTION.

L’ objectif de cette troisieme partie est de prédire le comportement des systéemes Alcalase
2,4L/Globulines, Pronase SG/Globulines et Alcalase 2,4L/Albumines d’un point de vue
cinétique et d’un point de vue « moléculaire ».

Dans une premiére phase, des conditions de mise en ceuvre de procédé d’hydrolyse seront
proposeés pour les différents systémes enzyme/substrat en étudiant I’influence des parametres
d’hydrolyse (la concentration initiale en protéase, Eo, la concentration initiale en protéines,
So, la température, T, et le pH), d’une part, sur la cinétique d’hydrolyse et, d’autre part, sur la
nature des peptides produits. Pour cela, I’étendue de I’hydrolyse sera suivie par la méthode du
pH-Stat et les hydrolysats seront caractérisés par différentes techniques analytiques :
chromatographie d’exclusion de taille et chromatographie en phase inverse couplée a la
spectrométrie de masse. Les relations entre le degré d’hydrolyse et la nature des peptides
générés aux différentes conditions opératoires seront recherchées.

Dans une seconde phase, la construction de modeles phénoménologiques, permettant de
simuler I’hydrolyse enzymatique des différents systemes enzyme/substrat en réacteur
discontinu et pour différentes conditions opératoires, sera envisagée. Pour cela, les
phénomeénes susceptibles de limiter la réaction d’hydrolyse tels que les phénomeénes
d’inactivation ou d’inhibition des enzymes ou la modification de la nature du substrat avec
I’avancement de la réaction, seront identifiés. Des hypothéses concernant le mécanisme des
processus de I’hydrolyse seront alors formulées afin de construire un modele fondé sur les

base du schéma réactionnel de Michaelis-Menten.

I111.2. INFLUENCE DES CONDITIONS OPERATOIRES SUR L’'HYDROLYSE DE
PROTEINES DE COLZA.
111.2.1. Influence des conditions opératoires sur la cinétique d’hydrolyse.
111.2.1.1. Influence de Eo et de So.

La figure Ill.1 présente les cinétiques d’hydrolyse obtenues a différentes concentrations
initiales en substrat (So) et a différentes concentrations initiales en enzyme (Eo) pour les trois

systemes enzyme/substrat définis précédemment.
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Influence de la concentration initiale Influence de la concentration initiale
en substrat, So en enzyme, Eo
a - Alcalase 2,4L/Globuline a - Alcalase 2,4L/Globuline
So=5g/L 25 4 Eo=4mL/L
25 1 So=10g/L
So=18,8g/L 20 | Eo=08muUL
20 | So =40 g/L
So =64 g/L Eo = 0,28 mL/L
= So=81glL < 151
S 15+ So = 100 g/L S
I I
e 8 0 Eo = 0,06 mL/L
10 -
5 1 51
Sans enzyme
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 : ‘ ‘ ‘ : :
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
temps (h) temps (h)
b - Pronase SG/Globuline b - Pronase SG/Globuline
So=5g¢/L 20 | Eo=12¢/L
20 4 So=10¢g/L
So=18,8g/L 5 ] Eo=0,24 g/L
15
S So0 =40 g/L S Eo=0,084 g/L
T 10+
5 10 So=64 gL fa
So=81g/L
So =100 g/L Eo = 0,02 g/L
5 51
0 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ‘ w ‘ ‘ ‘ ‘ . Sans enzyme
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
temps (h) temps (h)
¢ - Alcalase 2,4L/Albumine c - Alcalase 2,4L/Albumine
1 So=5¢g/L 4 Eo =4 mL/L
So=10g/L
15 - So=18,8g/L
Eo=0,8 mL/L
o So=40g/L g
I 10 So=64g/L I Eo = 0,28 mL/L
[a) So=81lg/L [a)
So =100 g/L
. So=130g/L Eo = 0,06 mL/L
0 Sans enzyme
0 1 2 3

temps (h) temps (h)

Figure 1.1 : influence de la concentration initiale en protéines (So) et en enzyme (Eo) sur les cinétiques
d’hydrolyse des différents systémes enzyme/substrat : (a) Alcalase 2,4L/Globuline, (b) Pronase SG/Globuline et
(c) Alcalase 2,4L/Albumine. Conditions réactionnelles pour le systéme Alcalase 2,4L/Globuline : pH =8, T =50
°C, Eo = 0,8 mL/L ou So = 40 g/L, durée = 13 h. Conditions réactionnelles pour le systtme Pronase
SG/Globuline : pH = 7,7, T = 37 °C, Eo = 0,084 g/L ou So = 40 g/L et durée = 7 h. Conditions réactionnelles
pour le systéme Alcalase 2,4L/Albumine : pH 8, T=50°C,Eo =0,8 mL/Lou (—):So=40¢g/Let(—):So =
81 g/L, durée =3 h.
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Cette figure montre que, quels que soient le systeme enzyme/substrat et les concentrations
initiales en substrat et en enzyme, les courbes d’hydrolyse sont caractérisees par une vitesse
d’hydrolyse trés rapide initialement et d’une diminution progressive de cette vitesse. Ce
comportement est similaire a celui reporté pour I’hydrolyse d’autres protéines végétales
comme celles de tournesol (Villanueva et al., 1999), de pois chiche (Marquez et Fernandez,
1998), de feuille (Prevot-D’Alvise et al., 2004), de blé (Masson et al., 1986) et de soja (Adler-
Nissen, 1978).

Cette diminution progressive de la vitesse d’hydrolyse peut étre attribuée a I’un ou plusieurs
des phénomeénes suivants : une limitation du nombre de liaisons peptidiques disponibles pour
I’hydrolyse, une inhibition de I’enzyme par le substrat ou des produits d’hydrolyse, ou une
inactivation de I’enzyme (dénaturation thermique ou autolyse).

Les courbes d’hydrolyse ont une allure asymptotique. En général, pour décrire des systémes
simples, le schéma réactionnel classique de Michaelis-Menten est utilisé :

E : enzyme active

K, k, S : substrat
E+S F’ ES —> E+P ES : complexe enzyme-substrat
-1 P : produit

ki, k.1, ks : constantes de vitesse

La figure 111.1 met en évidence, pour les trois systémes enzyme/substrat étudies, que :

= aEo, T et pH constants, le DH diminue avec I’augmentation de So,

= aSo, T et pH constants, le DH augmente avec l'accroissement de Eo.
Des résultats similaires ont été observés dans la majorité des travaux portant sur des études
cinétiques de protéolyse enzymatique. Les cinétiques témoins, en absence d’enzyme,
montrent que la dégradation chimique est négligeable pour tous les systéemes étudiés (DH <

0,8 % a 13 h d’hydrolyse pour une concentration initiale en substrat de 40 g/L).

La figure 111.1 montre également que, pour obtenir des DH élevés (> 20 %), il est nécessaire
soit de travailler a des Eo éleves, soit a des So faibles. Dans de telles conditions, une valeur
maximale de DH de 21,5 % est méme atteinte pour le systéme avec la Pronase SG. Toutefois,
pour les autres systemes avec I’Alcalase 2,4L, le DH maximal n’est pas obtenu. Ceci peut

s’expliquer par le large spectre d’action de I’ Alcalase 2,4L.
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* Constantes cinétiques des systémes enzyme/substrat.

Afin de caractériser plus précisément I’influence de So et de Eo sur les cinétiques
d’hydrolyse, la vitesse initiale, Vo, a été tracée soit en fonction de So (figure 111.2.a), soit en
fonction de Eo (figure 111.2.b).

D’apres la figure 111.2.a, I’laugmentation de So conduit a une hausse de la vitesse initiale Vo
vers une valeur limite qui correspondrait a la vitesse maximale apparente, Vm, de I’hydrolyse.
Aucune diminution de Vo pour des concentrations élevées de So (100 g/L pour les globulines
qui correspond a leur valeur limite de solubilisation et 130 g/L pour les albumines) n’est
observée. Ainsi, il apparait que les protéases ne sont pas inhibées par exces de substrat lorsque
les concentrations initiales de ce dernier sont inférieures a 100 — 130 g/L.

20 4 a 5 Alcalase 2,4L/Albumine
i Alcalase 2,4L/Globuline
= 15 =
_i -
S E
(3] (3]
Z10- . =
= 5! Pronase SG/Globuline =
Q 0]
0 (7]
(%] (%]
s 2
S 54 s
O 0 o T T T 1
T T T T T T 1 0 1 2 3 4

0 20 A4 60 80 100 120 140

L . concentration initiale en enzyme
concentration initiale en protéines (g/L)

(mL/L ou g/L)

Figure 111.2 : (a) évolution de la vitesse initiale, Vo, en fonction de la concentration initiale en protéines, So, pour
les systémes enzyme/substrat suivants : (A) Alcalase 2,4L / Globuline (pH =8, T = 50 °C et Eo = 0,8 mL/L), (¢)
Pronase SG / Globuline (pH = 7.7, T = 37 °C et Eo = 0,084 g/L), (o) Alcalase 2,4L / Albumine (pH =8, T =50
°C et Eo = 0,8 mL/L). (b) évolution de la vitesse initiale, Vo, en fonction de la concentration initiale en enzyme,
Eo, pour les systémes enzyme/substrat suivants : (A) Alcalase 2,4L / Globuline (pH =8, T = 50 °C et So = 40
g/L), () Pronase SG / Globuline (pH = 7.7, T = 37 °C et So = 40 g/L), (o) Alcalase 2,4L / Albumine (pH =8, T
=50 °C et So =40 g/L), (m) Alcalase 2,4L / Albumine (pH =8, T =50 °C et So = 81 g/L).

La vitesse maximale apparente, Vm, et la constante de Michaelis-Menten apparente, Km,
caractéristiques de chaque systeme enzyme/substrat ainsi que I’efficacité catalytique des
enzymes, ko/Km, ont alors été déterminées (tableau I11.1).

Lors de I’hydrolyse de I’isolat de globulines, il apparait que I’efficacité catalytique de la
Pronase SG (16 L/g.h) est environ 7 fois plus élevée que celle obtenue avec I’Alcalase 2,4L
(2,2 L/g.h). Ceci est d0 a la valeur de la constante de vitesse, kp, de la Pronase SG qui est
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environ 50 fois plus importante que celle de I’Alcalase 2,4L, alors que ces deux enzymes
montrent une affinité similaire pour le substrat.

L’Alcalase 2,4L hydrolyse plus efficacement les globulines (ko/Km = 2,2 L/g.h) que les
albumines (ko/Km = 1,3 L/g.h) a cause d’une affinité deux fois plus faible de I’enzyme envers
les albumines comparées aux globulines, mais d’une constante de vitesse d’hydrolyse k;

similaire pour les deux substrats.

Tableau I11.1 : valeurs estimées de la vitesse maximale apparente, Vm, de la constante de vitesse apparente, ks,
de la constante de Michaelis apparente, Km, et de I’efficacité catalytique, ky/Km, caractéristiques de chaque
systéme enzyme/substrat étudié.

Systeme enzyme/substrat Vm (g/L.h) k. (h™h Km (g/L) ko/Km (L/g.h)
Alcalase 2,4L / Globuline 18,7+0,7 23,4+0,9 10,7+0,7 22+0,1
Pronase SG / Globuline 94+0,1 112,3+1,0 70+£04 16,0+0,7
Alcalase 2,4L / Albumine 21,3 26,7 20,0 1,34

Si I’on considere que I’enzyme puisse étre saturée par le substrat pour des So supérieurs a
quatre fois le Km alors, aux Eo de I’étude (0,8 mL/L pour I’Alcalase 2,4L et 0,084 g/L pour la
Pronase SG), les enzymes sont saturées par le substrat a partir de 40 g/L pour les systemes
avec I’isolat de globulines et a partir de 80 g/L pour le systeme avec I’isolat d’albumines.
Ainsi, pour des ratios Eo/So inférieurs a 1,3, a 0,2 et a 1 % respectivement pour les systéemes
Alcalase 2,4L/Globuline, Pronase SG/Globuline et Alcalase 2,4L/Albumine, I’enzyme est
saturée par le substrat. Des valeurs similaires sont également trouvées a partir de la figure
I11.2.b ; en effet, Vo n’est plus proportionnelle a Eo lorsque I’enzyme n’est plus saturée par le

substrat.

111.2.1.2. Influence de la température.
* Influence de la température sur les cinétiques d'hydrolyse.

La température est un parametre qui a une double influence sur les enzymes: une
augmentation de la température augmente I’activité protéolytique de I’enzyme mais une
température trop élevée peut, a I’inverse, diminuer son activité suite a une dénaturation
réversible ou irréversible de cette derniere. Dans les procédés industriels, il existe souvent un

compromis entre la vitesse de catalyse et I’inactivation de la protéase.

La figure 111.3 rassemble les cinétiques d’hydrolyse de I’isolat de globulines par I’Alcalase

2,4L ou par la Pronase SG, a différentes températures mais pour des So, Eo et pH constants. Il
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est observé que la vitesse réactionnelle augmente avec la température jusqu’a une tempeérature
seuil au-dela de laquelle elle diminue rapidement. Cette diminution de la vitesse d’hydrolyse
serait liée a une denaturation thermique de plus en plus prononcée de I’enzyme. Aprés 7 h
d’hydrolyse, la température optimale pour I’ Alcalase 2,4L est de 50 °C alors que celle pour la
Pronase SG est de 37 °C (entre 32 et 42 °C).

a - Alcalase 2,4L/Globuline b - Pronase SG/Globuline
20 - 50°C 12 4 32°C 37°C 42°C i
5°C 28°C
40°C ] 50°C
37°C 10
15 4 60°C
8 v 55°C
65°C _
;@ S ™~ 60°C
< 10 T 6
o 70°C
4 1
5 i
2
0 T T T T T T 0 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 0 1 2 3 4 5 6 7
temps (h) temps (h)

Figure 111.3: influence de la température (T) sur les cinétiques d’hydrolyse de différents systémes
enzyme/substrat : (a) systtme Alcalase 2,4L/Globuline, (b) systeme Pronase SG/Globuline. Conditions
réactionnelles pour le systeme Alcalase 2,4L/Globuline : pH = 8, So = 40 g/L, Eo = 0,8 mL/L et durée = 13 h.
Conditions réactionnelles pour le systtme Pronase SG/Globuline : pH = 7,7, So = 40 g/L, Eo = 0,084 g/L et
durée =7 h.

L’effet de la température sur les enzymes a été évalué en déterminant leur énergie d’activation

(Ea) et leur énergie d'activation de dénaturation (Ed).

* Energie d'activation des enzymes.

La détermination de I'énergie d'activation des enzymes a été réalisée en considérant qu'aux
temps initiaux, leur dénaturation thermique est négligeable, et, en tracant les représentations
logarithmiques des vitesses initiales, Vo, en fonction de I’inverse de la température (figure
I11.4). Selon les résultats observés, il n’apparait pas de différences significatives entre les deux
enzymes. Ainsi, d’aprés la loi d’Arrhénius, une valeur de 18,4 x 10° J/mol a été trouvée pour
les deux enzymes. Cette valeur est du méme ordre de grandeur que celles trouvées dans la
littérature, comprises entre 4,9 x 10° J/mol et 50 x 10° J/mol en fonction des conditions de

mise en ceuvre de I’Alcalase (type de protéines, ratio Eo/So) (Marquez et Vazquez, 1999).
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Figure 111.4 : détermination des paramétres concernant I’activation thermique des enzymes lors de I’hydrolyse de
I’isolat de globulines. Protéases : (¢) Alcalase 2,4L, (¢) Pronase SG. Conditions réactionnelles : pour I’ Alcalase
2,4L :E0=0,8 mL/L, So=40g¢/L, pH =8 ; pour la Pronase SG : Eo = 0,084 g/L, So=40g/L,pH=7,7.

* Energie d'activation de dénaturation des enzymes.

L'énergie d'activation de dénaturation des enzymes a été déterminée en étudiant leur
dénaturation thermique. Elle a été observée en fonction du temps d’incubation a différentes
températures comprises entre 37 °C et 65 °C, en mesurant I’activité résiduelle des solutions
enzymatiques (figure I11.5).

Alors qu’a 37 °C, la Pronase SG ne subit aucune altération aprés 2 h d’exposition, I’activité
résiduelle diminue de plus en plus rapidement quand la température d’incubation augmente
au-dela de 37 °C (figure I11.5.a). Des résultats similaires sont observés avec I’Alcalase 2,4L
mais elle ne commence a perdre son activité que pour des températures supérieures a 45 °C.
Des courbes trés similaires ont été obtenues par Ferreira et al. (2003) concernant I’évolution
de I’activité résiduelle de I’Alcalase 2,4L a 50 °C et a 60 °C. Aprés 1 h d’exposition a 65 °C,

les deux protéases ne conservent plus qu’environ 10 % de leur activité initiale.

A partir de ces résultats expérimentaux, il est possible d’évaluer I’énergie d’activation de
dénaturation des enzymes. La plupart des études réalisées sur la dénaturation des protéines par
la température montrent que cette vitesse de dégradation obéit a une loi du premier ordre par
rapport a la concentration d’enzyme active et suit la loi d’ Arrhenius.

La Pronase SG suit effectivement une dénaturation du premier ordre puisqu’une relation
linéaire est obtenue lors de la représentation graphique logarithmique de I’activité résiduelle
en fonction du temps d’incubation (figure 111.5.b). Ces résultats montrent également que la
Pronase SG est pure. Toutefois, pour I’Alcalase 2,4L, si un bon accord est trouve pour les

faibles températures, une forte déviation apparait des 55 °C. La représentation logarithmique
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semble se présenter sous forme de deux sections de droites de pentes différentes. Deux
hypothéses (combinées ou non) peuvent étre formulées pour tenter d’expliquer ce résultat :
soit I’Alcalase 2,4L suit une vitesse de dénaturation qui n’est pas du premier ordre, soit elle
est composée de plusieurs isoenzymes présentant chacune une stabilité différente a la

température.
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Figure 111.5 : dénaturation thermique de (A) la Pronase SG et (B) I’Alcalase 2,4L. (a) Evolution de I’activité
résiduelle des protéases en fonction du temps d’exposition a diverses températures. (b) Représentation
logarithmique de I’évolution de I’activité résiduelle des protéases en fonction de la durée d’incubation a diverses
températures. (c) Détermination des parametres concernant la dénaturation thermique des protéases.

Afin de déterminer si I’Alcalase 2,4L suit une dénaturation du second ordre, nous avons tracé
I’inverse de I’activité résiduelle en fonction de la durée d’incubation. Cependant, aucune
droite distincte (mis a part & 45 °C) n’est observable avec cette représentation (non montré).
Ainsi, I’hypothese, selon laquelle I’Alcalase 2,4L serait une préparation composée de
plusieurs isoenzymes de la subtilisine Carlsberg ou composée de plusieurs enzymes de

sensibilité différente a la température, serait la plus probable. Finalement, dans le but
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d’approximer les valeurs des constantes de dénaturation de I’Alcalase 2,4L, Kgmoy, NOUS avons
trace les droites « moyennant » tous les points de la représentation logarithmique de I’activité

résiduelle en fonction du temps.

L’energie d’activation de dénaturation des enzymes, Ed, a été déterminée en tracant le
logarithmique népérien des kg ou Kgmoy €n fonction de I’inverse de la température (figure
I11.5.c). Les points apparaissent correctement alignés et la pente de la droite permet de
calculer Ed puisque : Ln(kq) = Ln(kqgo) — (EA/RT).
Les valeurs suivantes ont été trouvées :

= pour la Pronase SG : Ed = 130 x 10° J/mol, et kg = 1,05 x 10" mn™.

= pour I’Alcalase 2,4L : Ed ~ 140 x 10% J/mol, et kg ~ 18,0 x 10** mn™.
Ces valeurs respectent les gammes de valeurs fournies par la littérature, variant de 25,3 x 10°
J/mol (hydrolyse de I’'hémoglobine) & 270 x 10° J/mol (hydrolyse d’un isolat de protéines de

soja) selon les conditions de mise en ceuvre de I’ Alcalase (Marquez et VVazquez, 1999).

111.2.1.3. Influence du pH.
* Calibration de la méthode du pH-Stat avec la méthode au TNBS.

D’apres les travaux de Van der Plancken et al. (2003), les valeurs de DH déterminées par la
méthode du pH-Stat sont fonction du pH; ainsi, les cinétiques d’hydrolyse, obtenues a
différents pH et suivies par la méthodes du pH-Stat, ne peuvent pas étre comparées les unes
par rapport aux autres sans un réajustement préalable des valeurs de DH. C’est pourquoi, pour
différents pH (6,5, 7,7, 8 et 9), nous avons calibré la méthode du pH-Stat avec une autre
méthode du suivi de I’hydrolyse qui est indépendante du pH, la méthode au TNBS.

Les droites de corrélation entre les valeurs de DH déterminées par la méthode du pH-Stat,
noté DH, et les valeurs de DH déterminées par la méthode au TNBS, noté DHrygs, sont
représentées dans la figure I11.6. Les corrélations suivantes ont été établies :

= pour le systéeme Alcalase 2,4L / Globuline :
0o a pH 6,5 : DHtngs = 0,46 x DH ;
o a pH 8 DHtngs = 0,78 x DH ;
0O a pH 9 :DHmnes=0,62xDH;

= pour le systéme Pronase SG / Globuline :
o a pH 6,5 : DHtngs = 0,57 x DH ;
o a pH 7,7 : DHmnes =1,24 x DH ;
0o a pH 9 :DHynes=0,87 x DH.
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Figure I11.6 : corrélations, a différents pH, entre les valeurs de DH déterminées par la méthode du pH-Stat, DH,
et celles déterminées par la méthode au TNBS, DHmygs. (2) systéme Alcalase 2,4L / Globuline (50 °C) : (¢) pH
8, (m) pH 9, (A) pH 6,5 ; (b) systéme Pronase SG / Globuline (37 °C) : (¢) pH 7,7, (m) pH 9, (A) pH 6,5.

Comme cela a eté montré dans différentes études, le pH influence significativement la
calibration de la méthode du pH-Stat mais il existe une bonne corrélation entre les valeurs de
DH obtenues avec la méthode du pH-Stat et celles obtenues avec la méthode au DHrngs.
Cependant, a méme valeur de pH, les corrélations sont différentes entre les deux protéases.
Cette différence peut s’expliquer par le type de peptides libérés au cours de I’hydrolyse. En
effet, la longueur de chaine des polypeptides influence sensiblement la valeur de pK des
groupes a-amineés. La valeur de pK est en moyenne de 7,5 — 7,8 pour les polypeptides a 25 °C
alors qu’elle est de 8,0 — 8,2 pour les di- et tripeptides (Adler-Nissen, 1986). Or il s’avére que
la Pronase SG génére une proportion plus élevée de di- et tripeptides comparativement a
I’Alcalase 2,4L. Ceci entraine une sous-estimation de la valeur 1/a utilisée pour le calcul du
DH, et, en conséquence, une sous-estimation de ce dernier.

Enfin, nous avons pu vérifier que le type de protéines, globulines ou albumines, n’influence

pas la calibration de la méthode du pH-Stat (non montré).

* Influence du pH sur les cinétiques d’hydrolyse.

L’isolat de globuline est hydrolysé par les deux protéases a trois valeurs de pH différentes
mais pour des ratios Eo/So et T constants. Ces expériences sont également conduites pour
différents ratios Eo/So. Le pH n’influence pas I’allure générale des courbes d’hydrolyse (non

montré) mais affecte significativement I’étendue de la dégradation protéique. Pour illustrer ce
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dernier point, les valeurs de DHrngs, Obtenues aprés 13,8 h de reaction avec I’ Alcalase 2,4L et

aprés 7 h d’hydrolyse avec la Pronase SG, ont été relevées dans les tableaux I11.2 et 111.3. 1l

apparait effectivement qu’a un ratio Eo/So donné, I’Alcalase 2,4L dégrade davantage les

protéines a pH 8 qu’a pH 9 ou a pH 6,5 et I’hydrolyse des globulines par la Pronase SG est

plus importante a pH 6,5 eta pH 7,7 qu’a pH 9.

Tableau I11.2 : DHngs (en %) obtenus aprés 13,8 h
de réaction pour des hydrolyses de [I’isolat de
globulines avec I’ Alcalase 2,4L conduites a différents
pH et pour différents ratios Eo/So (T = 50 °C).

Alcalase 2,4L
) pH 6,5 8 9

ratio

Eo/So (%)

0,7 9,1 13,0 11,8
2 12,1 16,1 12,6
43 14,8 19,2 15,6
10 17,6 20,5 16,6

Tableau 111.3 : DHyngs (en %) obtenus aprés 7 h de
réaction pour des hydrolyses de I’isolat de globulines
avec la Pronase SG conduites a différents pH et pour
différents ratios Eo/So (T = 37 °C).

Pronase SG
) pH 6,5 17,7 9

ratio

Eo/So (%)

0,1 9,8 9,6 57
0,2 15,2 14,6 9,6
0,6 17,1 19,9 13,6
3 25,0 25,7 22,1

* Influence du pH sur les constantes cinétiques.

Il est bien connu que le pH modifie, d’une part, la solubilité et la distribution de charge du

substrat protéique et, d’autre part, I’état d’ionisation du site actif de I’enzyme, induisant une

modification de la catalyse enzymatique. Afin de mieux caractériser ces phénomenes, nous

avons déterminé les constantes cinétiques apparentes, Kmmngs, Kotnss €t Kornes/Kmrnss

(calculées a partir du DHrngs), aux trois pH de I’étude (tableaux 111.4 et 111.5).

Tableau I11.4 : influence du pH sur les valeurs estimées
de la constante de vitesse apparente, K,rngs, de la
constante de Michaelis apparente, Kmygs, et de la
spécificité de substrat, kyrnes/Kmyngs, pour le systéme
Alcalase 2,4L/Globuline.

Alcalase 2,4L / Globuline

Tableau I11.5 : influence du pH sur les valeurs estimées
de la constante de vitesse apparente, K,rngs, de la
constante de Michaelis apparente, Kmgs, et de la
spécificité de substrat, kyrnes/Kmyngss, pour le systéme
Pronase SG/Globuline.

Protéase P6911 / Globuline

pH Kmyngs Kotnes Kornes/KMrngs pH Kmrnes Katnes Kornes/KMnes
(9/L) (h™) (L/g.h) (9/L) (h™) (L/g.h)

6,5 2,2 12,2 5,6 6,5 11,6 155,0 13,4

8 9,1 17,1 1,9 7,7 12,3 157,1 12,8

9 14,9 17,7 1,2 9 15,8 87,2 55
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Les résultats du tableau I11.4 montrent que I’efficacité catalytique de I’Alcalase est plus
importante a pH 6,5 (kornss/Kmnes = 5,6 L/g.h) qu’a pH 8 ou pH 9 (Kornes/Kmrnes = 1,2 —
1,9 L/g.h). Ceci s’explique par le fait que I’enzyme a une affinité apparente envers les
globulines plus importante a pH 6,5 qu’a pH 8 alors que sa vitesse de catalyse varie peu d’un
pH a I’autre. Ainsi, au départ de la réaction, I’Alcalase 2,4L serait plus efficace a pH 6,5 qu’a
pH 8 mais, avec I’avancement de la réaction, celle-ci s’inactiverait plus rapidement, ou serait
plus fortement inhibée, ou encore, serait moins réactive a I’encontre du substrat a pH 6,5 qu’a
pH 8.

La Pronase SG posséde quasiment la méme efficacité catalytique a pH 6,5 et a pH 7,7 avec
une valeur de 13 L/g.h. Comparativement a ces deux pH, elle devient moins efficace a pH 9
(Kornes/Kmrngs = 5,5 L/g.h) due a une diminution de moitié de sa vitesse de catalyse et d’une
Iégére perte d’affinité envers le substrat.

Enfin, en comparant les résultats des tableaux I11.4 et 111.5, il apparait qu’a un pH donné, la
Pronase SG hydrolyse plus efficacement les globulines que I’ Alcalase 2,4L, notamment grace

a sa vitesse de catalyse environ 10 fois plus rapide.

111.2.2. Influence des conditions opératoires sur la nature des peptides générés.
111.2.2.1. Influence de So, de Eo et de T.

* Influence de So, de Eo et de T sur la repartition de taille des peptides.

Afin de caractériser I’influence de So, de Eo et de T sur la taille moléculaire des peptides
produits au cours de I’hydrolyse, des hydrolysats de DH similaires (DH de 5, 10, 15 et 20 %),
mais génerés pour différentes conditions opératoires (excepté le pH), ont été analyseés par
CLHP-ET. Les figures I11.7.A et 1I1.7.B présentent, pour les différents systémes
enzyme/substrat, I’évolution de la répartition de taille des peptides des différents hydrolysats
en fonction du DH.

Pour les trois systéemes enzyme/substrat, la repartition de taille moléculaire des peptides
apparait corrélée au DH indépendamment de So et de Eo (figure I11.7.A). Ainsi, elle est
également indépendante du temps. De méme, pour les systemes Alcalase 2,4L/Globuline et
Pronase SG/Albumine, la répartition de taille des peptides est fonction du DH mais elle est
indépendante de T (figure 111.7.B).

Ainsi, So, Eo et T ne sont pas des parametres influengant la répartition de taille des peptides
a un DH donné. De ce fait, ils ne semblent pas représenter des paramétres significatifs

contrdlant les produits d’hydrolyse. A un pH donné, le DH semble étre un parametre suffisant
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pour permettre le controle et la prédiction de la répartition de taille des peptides dans les

conditions de classification des peptides retenues.
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Figure I11.7.A : influence de la concentration initiale en substrat, So, et de la concentration initiale en enzyme,
Eo, sur la répartition de taille des peptides des hydrolysats obtenus avec les systtmes : (a) Alcalase
2,4L/Globuline, (b) Pronase SG/Globuline et (c) Alcalase 2,4L/Albumine.

Conditions réactionnelles pour les systemes enzyme/substrat avec I’Alcalase 2,4L : pH =8, T =50 °C et (¢) So =
40 g/LetEo=4mL/L, (u) So=40¢g/L et Eo=0,8 mL/L, (A) So =40 g/L et E0 = 0,28 mL/L, (o) So =81 g/L et
Eo = 0,8 mL/L, (*) So = 18,8 g/L et Eo = 0,8 mL/L. (-) hydrolysats finaux de I’étude cinétiques obtenus pour
d’autres valeurs de Eo et de So.

Conditions réactionnelles pour le systeme Pronase SG/Globuline : pH=7,7, T=37°Cet (0) So =40 g/L et Eo =
1,2 g/L, (o) So =40 g/L et Eo = 0,084 g/L, (A) So = 40 g/L et Eo = 0,24 g/L, (o) So =81 g/L et Eo = 0,084 g/L,
(*) So = 18,8 g/L et Eo = 0,084 g/L.. (-) hydrolysats finaux de I’étude cinétiques obtenus pour d’autres valeurs de
Eo et de So.

Domaines de taille moléculaire : (orange) supérieur a 10 kDa, (rouge) compris entre 3 et 10 kDa, (vert) compris
entre 1 et 3 kDa et (gris) inférieur a 1 kDa. Systeme chromatographique CLHP-ET : colonne Superdex Peptide
H/R 10/30, détection : 214 nm, solvant : eau/ACN/TFA (60/40/0,1), débit : 0,6 mL/mn.
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Figure 111.7.B : influence de la température, T, sur la répartition de taille des peptides des hydrolysats obtenus avec les
systemes : (a) Alcalase 2,4L/Globuline et (b) Pronase SG/Globuline. Conditions réactionnelles pour le systéme avec
I’Alcalase 2,4L : pH = 8, So = 40 g/L, Eo = 0,8 mL/L et (o) T =50 °C, (x) T = 37 °C, (+) T = 60 °C. Conditions
réactionnelles pour le systéme avec la Pronase SG : pH = 7,7, So =40 g/L, Eo = 0,084 g/L et () T =37 °C, (x) T = 28 °C,
(+) T = 50 °C. (-) hydrolysats finaux de I’étude cinétiques obtenus pour d’autres valeurs de T. Domaines de taille

moléculaire : (orange) supérieur a 10 kDa, (rouge) compris entre 3 et 10 kDa, (vert) compris entre 1 et 3 kDa et (gris)
inférieur a 1 kDa.

L’évolution de la répartition de taille des peptides en fonction du DH différe peu suivant la
nature du substrat protéique ou suivant le type de protéase employé. Cette évolution en
fonction du DH est caractérisée par :
= une diminution progressive des protéines et des polypeptides de tailles moléculaires
supérieures a 10 kDa,
= une augmentation progressive des petits peptides (< 1 kDa),
= une augmentation de la proportion de peptides de tailles intermédiaires jusqu’a un DH
de 3 -7 % pour les peptides de taille moléculaire 3 — 10 kDa et jusqu’a un DH de 15 —
17 % pour les peptides de taille moléculaire 1 — 3 kDa, suivie d’une diminution lente
de leurs proportions.
Ainsi, pour ces systemes, I’hydrolyse semble s’effectuer simultanément sur I’ensemble des
protéines entrainant la génération de longs peptides intermédiaires qui sont ensuite dégradés
en peptides plus petits. L’hydrolyse suit donc un mécanisme de type zipper.

Les profils des chromatogrammes d’exclusion de taille des hydrolysats a un DH donné (figure
111.8) sont différents d’un systeme enzyme/substrat a I’autre, indiquant une différence de
nature des peptides. Ainsi, méme si I’évolution de la répartition de taille des peptides en

fonction du DH est assez similaire d’un systeme enzyme/substrat a I’autre, a un DH donné, la
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composition peptidique des hydrolysats est différente selon le systeme enzyme/substrat

considére.
Alcalase 2,4L/Globuline Pronase SG/Globuline Alcalase 2,4L/Albumine
b C .
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Figure 111.8: profils des chromatogrammes CLHP-ET d’hydrolysats de DH différents. Systemes
enzyme/substrat : (a) Alcalase 2,4L/Globuline (pH =8, T =50 °C, So = 18,8 g/L, Eo = 0,8 mL/L), (b) Pronase
SG/Globuline (pH = 7,7, T=37 °C, So =40 g/L, Eo = 1,2 g/L), (c) Alcalase 2,4L/Albumine (pH =8, T =50 °C,
So=40g/L, Eo = 4 mL/L).

La CLHP-ET permet de séparer les molécules suivant leur taille moléculaire mais elle ne
fournit aucune indication quant au caractere hydrophile/hydrophobe des peptides produits lors
de I’hydrolyse. C’est pourquoi, les hydrolysats ont été analysés par CLHP-PI, technique
chromatographique qui permet de séparer les molécules suivant leur propriété d’hydrophobie

et plus résolutive que la CLHP-ET.

* Influence de Eo, de So et de T sur le caractére hydrophobe des peptides.

A un DH donné, les profils chromatographiques obtenus par CLHP-PI (figure 111.9.A) sont
différents d’un systéeme enzyme/substrat a I’autre, confirmant la génération de peptides de
nature différente. Pour chaque systeme enzyme/substrat, le profil chromatographique évolue
en fonction du DH: en général, plus le DH est élevé, plus les peptides de nature tres
hydrophobe (IH > 26; tr > 37 mn) disparaissent au profit de peptides de nature moins
hydrophobe (10,5 < IH < 26 ; 27,5 mn < tr < 37 mn), amphiphile (5 <IH<10,5;6 <tr<27,5
mn) ou hydrophile (IH <5 ; tr <6 mn).
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a— Alcalase 2,4L/Globuline b — Pronase SG/Globuline ¢ — Alcalase 2,4L/Albumine
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Figure 111.9.A: profils des chromatogrammes CLHP-PI d’hydrolysats de DH différents. Systémes
enzyme/substrat : (a) Alcalase 2,4L/Globuline (pH =8, T = 50 °C, So = 40 g¢/L, Eo = 0,8 mL/L), (b) Pronase
SG/Globuline (pH =7,7, T =37 °C, So = 18,8 g/L, Eo = 0,084 g/L), (c) Alcalase 2,4L/Albumine (pH =8, T =50
°C,So=40g/L, Eo = 4 mL/L).

Fractions d’indice d’hydrophobie (IH) des peptides : (1) IH < 5 ou peptides hydrophiles, (2) 5 < IH < 10,5 ou
peptides amphiphiles, (3) 10,5 < IH < 26 ou peptides hydrophobes, (4) IH > 26 ou peptides trés hydrophobes.
Systéme chromatographique : colonne Cys Prosphere 300A, détection : 214 nm, solvant : gradient linéaire de
mélanges eau/ACN/TFA, débit : de 0 a 43 mn, 0,2 mL/mn et de 43 a 63 mn, 0,3 mL/mn.

Lorsque les figures 111.8 et 111.9.A sont comparées, I’évolution de la répartition de taille
moléculaire des peptides en fonction du DH semble étre liée a celle de la répartition du
caractére hydrophobe. En effet, plus le DH augmente, plus la proportion en petits peptides
augmente au détriment des protéines et polypeptides de taille moléculaire intermédiaire et
plus le mélange peptidique est composé de peptides hydrophiles ou amphiphiles au détriment
des peptides plus ou moins hydrophobes. Ces résultats sont en accord avec ceux de Van der
Ven et al. (2001) qui ont montré une corrélation entre les profils d’élution d’hydrolysats
obtenus par CLHP-ET et ceux obtenus par CLHP-PI.

Les hydrolysats de DH similaires mais obtenus en utilisant des conditions de Eo et So
différentes sont analysés par CLHP-PI. La figure 111.9.B présente ceux du systeme Alcalase
2,4L/Globuline.
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Figure 111.9.B : influence de So et de Eo sur le profil chromatographique CLHP-PI des hydrolysats obtenus avec
le systeme Alcalase 2,4L/Globuline, et caractérisés par des DH similaires : 5, 10, 15 ou 20 %.

Conditions réactionnelles : pH 8, T = 50 °C et (a) So = 40 g/L, Eo = 0,28 mL/L, (b) So =40 g/L, Eo = 0,8 mL/L,
(c) So=40¢9/L,E0=4 mL/L, (d) So=81g/L, Eo =0,8 mL/L, (e) So=18,8¢g/L, Eo =0,8 mL/L.

Fractions d’indice d’hydrophobie (IH) des peptides : (1) IH < 5 ou peptides hydrophiles, (2) 5 < IH < 10,5 ou
peptides amphiphiles, (3) 10,5 < IH < 26 ou peptides hydrophabes, (4) IH > 26 ou peptides trés hydrophobes.

Pour chacun des systemes enzyme/substrat, a un DH donné, les profils chromatographiques
CLHP-PI des hydrolysats semblent indépendants des valeurs de Eo et de So choisies pour
I’hydrolyse. Toutefois, il est observé qu’aux DH faibles (< 10 %), les profils
chromatographiques des hydrolysats obtenus avec des Eo élevés sont assez différents de ceux
obtenus pour les autres conditions opératoires. Ceci serait di a I’impossibilité d’arréter de
maniere instantanée la réaction enzymatique qui est tres rapide dans ces conditions.

Ces résultats suggerent qu’a un DH donné, les peptides produits sont similaires quelles que
soient les valeurs de So ou de Eo.
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Dans le but de vérifier cette hypothese, la masse de tous les peptides < 1000 Da séparés par

CLHP-PI a été déterminee par spectrometrie de masse.

* Influence de Eo, de So et de T sur la composition en peptides < 1000 Da.

Chaque peptide inférieur & 1000 Da est caractérisé par sa masse exacte (M+H") et son temps
de rétention (tr) sur la colonne en phase inverse. Pour chaque hydrolysat, une carte peptidique
est alors établie. Les cartes peptidiques des hydrolysats de DH similaires mais générés a
différents So et Eo sont comparées. Deux peptides sont considérés comme identiques s’ils
possedent a la fois le méme temps de rétention a plus ou moins 0,5 mn et la méme masse
M-+H" & plus ou moins 0,6 unité de masse. Le tableau 111.6 présente, a titre d’exemple avec le
systeme Alcalase 2,4L/Globuline, le pourcentage de peptides similaires entre des hydrolysats
de méme DH.

Tableau I11.6 : pourcentage de peptides (< 1 kDa) similaires entre des hydrolysats de méme DH mais générés a
différentes concentrations initiales en isolat de globulines et a différentes concentration initiale en Alcalase 2,4L.
Les peptides ont été séparés par CLHP-PI et identifiés par spectrométrie de masse.

% de similarité Nombre total de

So-Eo .
0 - - - - -

DH (%) (g/L-mL/L) 40-0,28 40-0,8 40-4 81-0,8 18,8-0,8 peptides < 1 kDa
40-0,28 100 64,7 62,5 70,0 76,5 28
40-0,8 X 100 62,5 71,0 87,9 29

5 40-4 X x 100 57,9 70,7 37
81-0,8 X X X 100 67,6 24
18,8-0,8 X X X X 100 33
40-0,28 100 90,2 86,3 86,0 88,0 49
40-0,8 x 100 84,9 80,0 89,8 48

10 40-4 X X 100 84,6 82,0 50
81-0,8 X X x 100 82,4 46
18,8-0,8 X X X X 100 47
40-0,8 x 100 92,1 x 85,7 71

15 40-4 x x 100 x 83,5 75
18,8-0,8 x x x x 100 70

20 40-0,8 X 100 92,0 X X 101
40-4 X X 100 X X 93

25,5 40-4 X X X X X 135

Dans tous les cas étudiés, les cartes peptidiques sont similaires a plus de 58 % (69 % en
moyenne) a DH 5%, et a plus de 80 % pour les DH 10, 15 et 20 % (en moyenne

respectivement : 85, 87 et 92 %). Pour les autres systémes enzyme/substrat, les pourcentages
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de similarité varient entre 62 et 87 %. Ces résultats confirment les résultats précédents a
savoir que Eo et So n’influencent pas significativement, & un DH donng, la composition en

peptides du mélange réactionnel.

Comme le montre le tableau I11.6, le nombre total de peptides identifiés par la spectrométrie
de masse augmente lorsque le DH augmente, allant d’environ 30 a DH 5 % a environ 100 —
135 a DH 20 - 25 %. De plus, il apparait que la majorité des peptides < 1000 Da produits a
DH 5 % seraient également présents a DH 10 %, et que les peptides identifiés a DH 10 %
seraient quasiment tous retrouvés a DH 15 %, et ainsi de suite. Cette apparition « ordonnée »
des peptides au cours de I’hydrolyse montrerait que les liaisons peptidiques sont clivées dans
un ordre relativement précis. Cette hypothese serait alors en accord avec les travaux de
O’Meara et Munro (1984) qui ont suggeéré que la diminution de la vitesse d’hydrolyse est le
résultat, dans une premiére phase, d’un clivage rapide des liaisons peptidiques « sensibles » a
I’hydrolyse et, dans une seconde phase, d’un clivage plus lent des liaisons peptidiques moins
« sensibles ». Ces résultats sont également en accord avec les travaux d’Adler-Nissen (1978)
qui ont montré que la diminution de la vitesse d’hydrolyse est attribuée a une diminution

graduelle des liaisons peptidiques les plus réactives.

Ainsi, nous avons montré que la nature et la composition des peptides produits au cours de
I’hydrolyse est corrélée au DH et est indépendante de Eo, de So, de T et du temps. Un tel
résultat avait déja éte suggéré par Adler-Nissen (1982) et, en partie, montré par Gonzalez-
Tello et al. (1994b).

111.2.2.2. Influence du pH sur les systemes enzyme/Globulines.

D’apres les travaux de Adler-Nissen (1986) et de Marquez et Fernandez (1998), le pH est un
parametre significatif pour la production d’hydrolysats par voie enzymatique. Toutefois, a
notre connaissance, peu de travaux portent sur la caractérisation fine de I’influence du pH sur
les produits d’hydrolyse.

Les hydrolysats des systemes enzyme/Globuline, générés a différents pH, ont été analysés par
CLHP-ET et par CLHP-PI couplée a la spectrométrie de masse.

L’évolution de la répartition de taille des mélanges peptidiques en fonction du DHrygs (figure
[11.10) montre que le pH influence peu la répartition de taille des mélanges peptidiques a un

DHrnes donné (excepté pour le systeme Pronase SG/Globuline ou I’évolution de la répartition
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de taille & pH 6,5 est significativement différente de celles obtenues aux deux autres pH).
Toutefois, aux erreurs expéerimentales prés et a cause de la faible capacité résolutive de la
CLHP-ET, ces expériences ne permettent pas d’affirmer que le pH influence la composition
peptidique des hydrolysats de DHrngs similaires. Afin de déterminer si le pH est ou non un
parametre significatif de I’hydrolyse, plusieurs hydrolysats ont également été analysés par

CLHP-PI couplée a la spectrometrie de masse.

80 g a - Alcalase 2,4L / Globuline 80 b — Pronase SG / Globuline
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Figure 111.10 : influence du pH sur la répartition de taille des peptides produits lors de I’hydrolyse de I'isolat de
globuline par (a) I’Alcalase 2,4L et (b) la Pronase SG.

Conditions réactionnelles avec I’ Alcalase 2,4L : (vert) pH 6,5, (bleu) pH 8, (rouge) pH 9.

Conditions réactionnelles avec la Pronase SG : (vert) pH 6,5, (bleu) pH 7,7, (rouge) pH 9.

Domaines de taille moléculaire : (o) supérieur a 10 kDa, (+) compris entre 3 et 10 kDa, (=) compris entre 1 et 3
kDa, (A) inférieur a 1 kDa.

Nous avons alors procédé de la maniére suivante.

= Les cartes peptidiques de tous les hydrolysats préalablement produits (de DH 5, 10, 15, 20
% et superieur a 20 %) et obtenues a pH 8 pour I’Alcalase 2,4L (tableau I11.6) ou a pH 7,7
pour la Pronase SG ont été rassemblées afin de constituer, pour chaque enzyme, une unique
carte peptidique « de référence » contenant tous les peptides inférieurs @ 1000 Da susceptibles
d’étre générés au cours de I’hydrolyse a pH 8 ou a pH 7,7 selon I’enzyme.

= Chaque carte peptidique des hydrolysats obtenus a pH 6,5 ou a pH 9 est comparée, selon
I’enzyme, aux cartes « de référence » respectives. Deux peptides sont supposés identiques

s’ils possédent & la fois le méme temps de rétention (+ 0,5 mn) et la méme masse M+H" (+
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0,6 unité de masse). Le pourcentage de recouvrement, entre une carte peptidique d’un
hydrolysat obtenu a pH 6,5 ou a pH 9 et la carte peptidique « de référence », est défini comme
suit :

Nombre de peptides dans I’hydrolysat généré a pH 6,5 ou a pH 9
présents dans la carte peptidique « de référence »

% de recouvrement =
Nombre total de peptides de I’hydrolysat généré a pH 6,5 ou a pH 9

Les résultats, rassemblés dans les tableaux I11.7 et 111.8, font apparaitre que, pour les systémes
réactionnels étudiés, les peptides inférieurs a 1000 g/mol générés a pH 6,5 sont retrouvés a
hauteur de 78 — 94 % dans les cartes peptidiques « de référence ». De méme, entre 57 et 84 %
des peptides inférieurs a 1000 g/mol produits a pH 9 sont également générés aux pH de
référence. Il ressort également que plus le DHmngs augmente, plus le pourcentage de

recouvrement diminue.

Tableau I11.7 : pour le systeme Alcalase 2,4L/globulines, pourcentage de recouvrement entre la carte peptidique
d’un hydrolysat généré a pH 6,5 ou a pH 9 et la carte peptidique « de référence » a pH 8. Le nombre total de
peptides de la carte peptidique & pH 8 est 176.

Alcalase 2,4L/Globulines

pH 6,5 pH9
Nombre total de % de Nombre total de % de
0 0,
DHryes (%) peptides recouvrement DHryes (%) peptides recouvrement
9,7 65 94 10,0 69 84
12,1 77 93 12,4 100 79
17,6 110 83 16,6 121 77

Tableau 111.8 : pour le systeme Pronase SG/globulines, pourcentage de recouvrement entre un hydrolysat généré
a pH 6,5 0uapH 9 et la carte peptidique « de référence » a pH 7,7. Le nombre total de peptides de la carte
peptidique a pH 7,7 est 117.

Pronase SG/Globulines

pH 6,5 pH 9
Nombre total de % de Nombre total de % de
0 0,
DHres (%) peptides recouvrement DHres (%) peptides recouvrement
15,2 64 92 9,2 34 82
17,1 87 87 13,6 53 75
25,0 91 78 22,1 91 57

Ainsi, bien que la majorité des peptides inférieurs a 1000 g/mol générés a pH 6,5 ou a pH 9
soient également générés a pH 8, les compositions peptidiques ne sont pas strictement
identiques d’un pH a I’autre. A priori, une modification du pH semble provoquer une
variation de la nature des peptides générés, méme si cette variation est peu importante. Le pH
serait probablement responsable d’une différence de réactivité de I’enzyme a I’encontre des
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liaisons peptidiques clivables ou d’une modification de I’accessibilité des liaisons peptidiques
par la protéase. Il est également probable que le pH ait une action non négligeable au niveau

de la spécificité d'action de I'enzyme.

En conclusion, méme si ces effets sont peu significatifs, la nature des peptides constituant un

hydrolysat de DH donné semblent étre dépendante du pH de I’hydrolyse.

111.2.3. Récapitulatif de I'influence des parameétres opératoires sur la cinétique

d’hydrolyse et la nature des peptides produits.

Dans une premiere phase, nous avons montré que les parameétres opératoires (Eo, So, T et pH)
influencent significativement la cinétique d’hydrolyse des trois systémes enzyme/substrat
étudiés : Alcalase 2,4L/Globuline, Pronase SG/Globuline, Alcalase 2,4L/Albumine. Les
constantes cinétiques apparentes de chaque systéeme enzyme/substrat (vitesse maximale, Vm,
constante de Michaelis, Km), ainsi que les énergies d’activation de la réaction (Ea) et de
dénaturation des enzymes (Ed), ont été déterminees. Chaque systeme enzyme/substrat est
caractérisé par des constantes Vm et Km qui lui sont propres et dont les valeurs sont
fortement influencées par le pH. Les deux enzymes sont caractérisées par des valeurs

similaires de Ea et de Ed.

Dans une seconde phase, nous avons montré, par CLHP-ET et par CLHP-PI couplée a la
spectrométrie de masse, qu’a un DH donné, les propriétés physico-chimiques des peptides
constituant I’hydrolysat (taille moléculaire et caractére hydrophile-hydrophobe) sont
indépendantes de So, de Eo et de T mais dépendantes, de maniére restreinte, du pH. Les
résultats obtenus confirment certains de ceux décrits dans la littérature. Ainsi, la production
d’un mélange de peptides aux propriétés fonctionnelles ou aux activités biologiques données
peut étre contrélée par seulement deux parametres: le DH et le pH. La valeur des autres
parameétres So, Eo et T peut étre choisie indépendamment. Ainsi, a pH constant, la prédiction
de I’évolution temporelle du DH en fonction de Eo, So et T est une méthode satisfaisante pour

la production de mélanges peptidiques ciblés.
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111.3. MODELISATION DES CINETIQUES D’HYDROLYSE.

L’objectif de cette partie est de construire, pour chaque systeme enzyme/substrat, un modéle
phénoménologique capable de prédire I’évolution temporelle du DH quelle que soit la
concentration initiale du substrat et de I'enzyme.

Lors des études précédentes, nous avons observé que, pour tous les systemes enzyme/substrat,
la vitesse d’hydrolyse diminue tres rapidement et de maniére asymptotique en fonction du
temps. La premiere partie de ce chapitre est consacrée a la détermination des phénoménes
susceptibles de provoquer cette diminution de la vitesse réactionnelle avec I’avancement de la
réaction. Des hypotheses concernant le mécanisme du processus de I’hydrolyse pourront alors
étre formulées afin de construire un modele phénoménologique basé sur le schéma réactionnel

de Michaelis-Menten.

I11.3.1. Mise en évidence des phénomenes impliqués dans la protéolyse
enzymatique.

111.3.1.1. Nombre maximal de liaisons peptidiques clivables.

A cause de leur spécificite, les protéases ne sont capables d’hydrolyser qu’un certain nombre
de liaisons peptidiques des protéines. Ce nombre maximal de liaisons peptidiques clivables
dépend de la nature de I’enzyme et du substrat. Il correspond au DH maximal pouvant étre
atteint dans le systéme, et est appelé, par la suite, DH limite ou DHj,. Lors de I’étude
cinétique, une valeur expérimentale de 21,5 % a éte déterminée pour le DHji, du systéme
Pronase SG/Globuline.
Pour les systemes avec I’ Alcalase 2,4L, nous avons hydrolysé les globulines ou les albumines
a un ratio Eo/So tres élevé (Eo/So = 20 % avec So = 1 g/L). Les valeurs de DHji, sont les
suivantes :

= pour le systeme Alcalase 2,4L/Globuline, DHji,, = 31,6 £ 1,3 %,

= pour le systeme Alcalase 2,4L/Albumine, DHji,, = 28,0 £ 1,0 %.

111.3.1.2. Inhibition des enzymes par excés de substrat et évolution de la

nature du substrat au cours de I’hydrolyse.

Lors de I’étude précédente, nous avons montré que les protéases utilisées ne sont pas inhibées

par la présence d’un exces de substrat.
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Les résultats précédents ont également mis en évidence que la nature du substrat évolue de
maniere tres sensible tout au long de la réaction. Ceci pourrait entrainer une évolution des
valeurs des constantes cinétiques. Ces considérations nous ont conduit a mettre en place une
série d’expériences ayant pour but de déterminer les parameétres cinétiques au cours de
I’hydrolyse (notés Vm* et Km*). Pour cela, Vm* et Km* ont été déterminés, non pas a partir
du substrat originel, mais a partir du substrat pré-hydrolysé. Cette expérience est conduite sur
plusieurs substrats pré-hydrolysés de DH différents afin de tracer Vm* et Km* en fonction du
DH (figure 111.11).
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Figure 111.11 : (a) évolution de Vm* en fonction du DH et (b) évolution de Km* en fonction du DH, pour
différents systémes enzymes/substrat : (---0---) Alcalase 2,4L/Globuline (pH 8, 50 °C), (-—o-—-) Pronase
SG/Globuline (pH 7,7, 37 °C) et (— A—) Alcalase 2,4L/Albumine (pH 8, 50 °C).

Pour les trois systéemes enzyme/substrat, I’évolution de Vm* en fonction du DH a une allure
hyperbolique (figure I11.11.a). Adler-Nissen (1978) avait également observé une diminution
de Vm au cours de I’hydrolyse. Ces résultats montrent une différence de réactivité des liaisons
peptidiques clivables. Ainsi, les liaisons peptidiques seraient clivées dans un ordre précis, des
plus réactives aux moins réactives. Cette diminution de Vm* en fonction du DH contribue a la

diminution de la vitesse réactionnelle au cours de I’hydrolyse.

Par ailleurs, pour les systemes Pronase SG/Globuline et Alcalase 2,4L/Albumine, Km*
semble décroitre exponentiellement en fonction du DH tandis que, pour le systeme Alcalase
2,4L/Globuline, Km* reste constant aux alentours de 9 g/L (figure 111.11.b). La diminution de

la valeur de Km* avec I’avancement de la réaction signifierait un accroissement de I’affinité
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de I’enzyme envers les peptides formés ; d’apres Adler-Nissen (1986), elle pourrait refléter
plutdt une meilleure disponibilité des liaisons peptidiques pour I’enzyme. En effet, au début
de la réaction, les protéines possédent une structure tridimensionnelle qui peut limiter
I’accessibilité de I’enzyme vers les liaisons peptidiques clivables situées au cceur de la
protéine, puis au cours de la réaction, la protéine se déstructure suite a I’hydrolyse de
quelques liaisons peptidiques, libérant alors des liaisons initialement inaccessibles. Si I’on
considere que I’enzyme est saturée par le substrat pour des concentrations de ce dernier
supérieures a 4 fois la valeur du Km*, alors il existe une saturation de I’enzyme par le substrat
tout au long de I’hydrolyse pour des ratios Eo/So inférieurs a :

= 2% (v/p) pour le systeme Alcalase 2,4L/Globuline,

= 1% (v/p) pour le systeme Alcalase 2,4L/Albumine,

= 0,3 % (p/p) pour le systeme Pronase SG/Globuline.

Toutefois, la diminution de Vm* ou de Km* avec le DH peut egalement traduire des
phénomeénes d’inhibition non-compétitive ou incompétitive de I’enzyme par certains produits

réactionnels.

111.3.1.3. Inhibition enzymatique par les produits « finaux » de I’hydrolyse.

La présence éventuelle d’une inhibition de I’enzyme par les produits de I’hydrolyse a été
évaluée en hydrolysant le substrat, originel, en présence de substrat pré-hydrolysé de DH
élevé, ce dernier constituant I’« inhibiteur » potentiel. Une valeur de DH proche du DH
maximal a été choisie pour les « inhibiteurs » car nous avons considéré qu’un peptide produit
au cours de I’hydrolyse et inhibant I’enzyme reste stable tout au long de la réaction. Les
« inhibiteurs » sont des hydrolysats de DH 25,2 %, 21,2 % et 21,7 % respectivement pour les
systemes Alcalase 2,4L/Globuline, Pronase SG/Globuline et Alcalase 2,4L/Albumine. Nous
avons alors déterminé les constantes cinétiques apparentes de chaque systéeme

enzyme/substrat en présence d’une quantité importante d’« inhibiteur » potentiel (9 g/L).

Le tableau 111.9 montre que les valeurs de la vitesse maximale apparente et de la constante de
Michaelis apparente déterminées en présence d’« inhibiteur », respectivement Vmi et Kmi, ne
different pas significativement de celles en absence d’« inhibiteur », Vm et Km. Il n’existerait
donc pas de phénomeénes d’inhibition des enzymes par les petits et moyens peptides

représentés par les produits finaux de I’hydrolyse.

197



Résultats et discussion Etude cinétique / modéelisation

Tableau 111.9 : valeurs des constantes cinétiques en absence d’inhibiteur (Vm et Km) ou en présence
d’« inhibiteur » (Vmi et Kmi) & 9 g/L. « Inhibiteurs » = hydrolysat de DH 25,2 % pour le systéme Alcalase
2,4L/Globuline, hydrolysat de DH 21,2 % pour le systeme Pronase SG/Globuline et hydrolysat de DH 21,7 %
pour le systeme Alcalase 2,4L/Albumine. Conditions réactionnelles pour la détermination des constantes
cinétiques avec I’Alcalase 2,4L : pH 8, 50 °C et Eo = 0,8 mL/L ; avec la Pronase SG : pH 7,7, 37 °C et Eo =
0,084 g/L. Erreur expérimentale inférieure a 15 %.

Systeme enzyme/substrat

Alcalase 2,4L/Globuline Pronase SG/Globuline Alcalase 2,4L/Albumine
Vm (g/L.h) 17,8 7.8 20,4
Vmi (g/L.h) 16,3 7.1 16,8
Km (g/L) 10,2 6,9 18,6
Kmi (g/L) 11,1 7,3 16,0

111.3.1.4. Inactivation des enzymes au cours de I’hydrolyse.

* Remplacement de I'enzyme par de I'enzyme fraiche.

Afin de mettre en évidence I’implication d’un phénomene d’inactivation de I’enzyme lors du
processus d’hydrolyse, des expériences sont conduites dans lesquelles I’enzyme est remplacée
par de I’enzyme fraiche a un temps donné de I’hydrolyse. Pour cela, des hydrolysats sont
préparés en arrétant, par traitement thermique, I’activité de I’enzyme a un temps donné, t.
L hydrolysat est alors hydrolysé a nouveau avec de I’enzyme fraiche dans les mémes
conditions réactionnelles (pH 8, T =50 °C, Eo = 0,8 mL/L pour I’Alcalase 2,4L et pH 7,7, T
= 37 °C, Eo = 0,084 g/L pour la Pronase SG). Nous déterminons le volume de soude ajouté
pendant 5 mn (Vol,), proportionnel a la vitesse initiale de I'nydrolyse atteinte sur le substrat
hydrolysé au temps t. Ce volume est alors comparé au volume de soude (Voly) qui est ajouté
lorsque I’enzyme n’est pas inactivée et remplacée par de I’enzyme fraiche. Le rapport de ces
deux volumes (Voli/Vol,) correspond a I’activité résiduelle de I’enzyme dans les conditions
de I’hydrolyse et au temps t. En réalisant a différents temps cette expérience, I’activité
résiduelle de I’enzyme au cours de I’hydrolyse a pu étre déterminée (figure 111.13.a).

Pour tous les systemes enzyme/substrat, les protéases perdent rapidement et de maniére

intense leur activité au cours de I’hydrolyse.

La représentation de I’inverse de la concentration en enzyme active (E;) en fonction du temps
(figure 111.13.b) conduit a des droites. Ceci montrerait que les réactions d’inactivation des
enzymes suivent une relation d’ordre 2. L’équation est alors : 1/E; = k; x t + 1/Eo0, avec k;,
constante de vitesse d’inactivation de I’enzyme en L/mL.h ou L/g.h. Le tableau 111.10

rassemble les valeurs expérimentales de k;.
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a — activité résiduelle de I'enzyme b — détermination de la constante de
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Figure 111.13: (a) Activité résiduelle des protéases au cours de I’hydrolyse de I’isolat de globulines par
I’Alcalase (pH 8, 50 °C et Eo = 0,8 mL/L), ou I’isolat de globulines par la Pronase SG (pH 7,7, 37 °C et Eo =
0,084 g/L), ou de I’isolat d’albumines par I’Alcalase 2,4L (pH 8, 50 °C et Eo = 0,8 mL/L). (b) Détermination de
I’ordre de la réaction d’inactivation des enzymes et de la constante de vitesse d’inactivation des enzymes.
Concentrations initiales en substrat : (¢) 5 g/L, (o) 10 g/L, (A) 18,8 g/L, (x) 40 g/L. E; : enzyme totale active
(mL/L ou g/L).
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D’aprés la figure 111.13.b et le tableau 111.10, la concentration initiale en substrat
n’influencerait pas I’inactivation de I’Alcalase 2,4L mais elle semble, par contre, étre
impliquée dans le phénomene d’inactivation de la Pronase SG. En effet, si So augmente, la
valeur de la constante de vitesse d’inactivation de la Pronase SG diminue. Le substrat semble
jouer un role protecteur vis-a-vis de cette enzyme.

Il est également observé que la nature du substrat protéique influence la vitesse d’inactivation
de I’Alcalase 2,4L puisque la valeur de k; est environ quatre fois plus importante lors de

I’hydrolyse des albumines que lors de I’hydrolyse des globulines.

Tableau 111.10 : valeurs des constantes de vitesse d’inactivation des protéases, k;, lors de I’hydrolyse des isolats
de protéines de tourteaux de colza. Les valeurs de k; ont été déterminées par régression linéaire des droites
obtenues en tracant 1/E; = f(t).

Protéase Isolat protéique (So en g/L) ki (L/mL.h ou L/g.h)
Alcalase 2,4L Globuline (10 — 40 g/L) 1,86
Alcalase 2,4L Albumine (10— 40 g/L) 7,53
Pronase SG Globuline (5 g/L) 94,4
Pronase SG Globuline (10 g/L) 71,1
Pronase SG Globuline (18,8 g/L) 50,6
Pronase SG Globuline (40 g/L) 31,2
* Test de Selwyn.

Afin de mieux étudier ces phénomeénes d’inactivation des protéases, le test de Selwyn a été

utilisé. Il consiste a tracer les courbes Eo x t en fonction du DH (figure 111.14).

a - Alcalase 2,4L/Globuline b - Pronase SG/Globuline ¢ - Alcalase 2,4L/Albumine
20 1 18 4 oo 91
18 1 0 0900° ...0’ 8 1
’..0 16 1 o®
*
14 o 7
*
° 6
T T
[a) : [a)
0 2 4 6 8 0 0,5 1 15 2 0 0,5 1 15 2

Eo.t (mL.h/L) Eo.t (g.h/L) Eo.t (mL.h/L)

Figure 111.14 : tests de Selwyn pour différents systemes enzyme/substrat : (a) Alcalase 2,4L/Globuline avec pH =
8, T =50 °C et So = 40 g/L ; (b) Pronase SG/Globuline avec pH = 7,7, T = 37 °C et So = 40 g/L ; (c) Alcalase
2,4L/Albumine avec pH =8, T = 50 °C et So = 81 g/L. Concentrations initiales en enzymes : pour I’Alcalase
2,4L : (<) Eo = 0,06 mL/L, (+) Eo = 0,28 mL/L, (A) Eo =0,8 mL/L, (¢) Eo =4 mL/L ; pour la Pronase SG : (-)
Eo=0,029/L, (+) E0=0,084 g/L, (A)E0=0,24 ¢/L, (¢) Eo=1,2 g/L.
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Pour les systemes avec I’Alcalase 2,4L (figures 1ll.14.a et 1ll.14.c), les courbes DH en
fonction de Eo x t se superposent parfaitement, quelle que soit la valeur de Eo ; le test de
Selwyn est positif. Ceci montre, que, lors de I’hydrolyse a 50 °C des isolats protéiques par
I’Alcalase 2,4L, cette derniére s’inactive, en fait, selon une réaction d’ordre 2 et non pas
d’ordre 1. Le phénomene susceptible d’expliquer cette perte d’activité de I’enzyme serait un
phénoméne d’autolyse. Un tel résultat concorderait avec les résultats précédents (figure
111.13).

Toutefois, nous avons préalablement observé que I’Alcalase 2,4L seule s’inactivait a 50 °C
par dénaturation thermique (figure 111.5, p. 180). Il est possible que, lors de I’hydrolyse, le
substrat stabilise la structure tertiaire de I’Alcalase 2,4L sous I’effet de la chaleur, lui évitant
un dépliement thermique irréversible responsable d’une perte d’activite.

La figure 111.14.b montre que le test de Selwyn est négatif pour le systeme Pronase
SG/Globuline (avec So =40 g/L, pH = 7,7 et T = 37 °C), suggérant une inactivation d’ordre 1
de cette enzyme au cours de I’hydrolyse. Cependant, ces resultats sont en contradiction avec
les résultats antérieurs. En effet :
= Jlors de I’étude sur la dénaturation des enzymes (figure 1l1.5, p. 180), nous avons
montré qu’a 37 °C, la Pronase SG seule ne s’inactive pas ou tres peu par dénaturation
thermique ;
= et, nous avons également montré (paragraphe 111.3.1.4, p. 198) qu’au cours de
I’hydrolyse, la Pronase SG semblait perdre son activité selon une réaction d’ordre 2
dans laquelle le substrat serait impliqué.
Il est probable que la Pronase SG se destructure a cause des forces de cisaillement provoquée

par I'agitation du réacteur, et ainsi qu'elle perde son activité par dénaturation mécanique.

* Solubilisation des enzymes seules dans les conditions d'hydrolyse.

Afin de mettre en évidence I’existence ou non d’un éventuel phénomene d’autolyse ou de
déstructuration des enzymes, nous avons réalisé différentes mesures. Tout d’abord, nous
avons solubilisé les enzymes seules dans un réacteur thermostaté de 100 mL au pH, a la
température et & la concentration utilisés pour les hydrolyses (pH =8, T = 50 °C, Eo = 4
mL/L, durée = 3 h pour I’Alcalase 2,4L ; pH 7,7, T =37 °C, Eo = 1,2 g/L, durée = 3 h pour la
Pronase SG). A I’aide d’un systeme pH-Stat, le volume de soude 0,5 N ajouté afin de

maintenir le pH constant au cours des trois heures de solubilisation des enzymes est
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enregistré. Cet ajout de soude pourrait provenir d’une autolyse ou déstructuration des
protéases. C’est pourquoi, des expériences similaires ont egalement été effectuées en présence
de 0,5 g/L de PMSF (Fluorure de phényl méthanesulfanyl) qui est un puissant inhibiteur des
protéases a sérine. Les résultats de la figure I11.15 font apparaitre un ajout de soude au cours
de la solubilisation des deux enzymes (en 3 h, Vnaon de 0,036 mL pour la pronase SG et de
0,1 mL pour I’Alcalase 2,4L). Ceci montre qu’il y a une dégradation des protéases mais,
d’apres les volumes de soude ajoutés, ce phénomene serait bien moindre pour ce qui concerne
la Pronase SG. En présence de PMSF, I’addition de soude diminue fortement, ce qui
montrerait qu’un phénomene d’autolyse serait effectivement responsable de la dégradation

des enzymes, lequel serait plus important pour I'Alcalase 2,4L que pour la Pronase SG.

a— Alcalase 2,4L b — Pronase SG
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Figure 111.15 : solubilisation des protéases a pH constant grace a la méthode du pH-Stat. (a) Alcalase 2,4L a 4
mL/L, a pH 8 et 50 °C ; (b) Pronase SG a 1,2 g/L, a pH 7,7 et 37 °C, en présence ou non de PMSF, un inhibiteur
des protéases a sérine, a 0,5 g/L.

Nous avons alors analysé les protéases solubilisées, par CLHP-ET, et nous avons comparé les
chromatogrammes obtenus avec ceux de I’enzyme solubilisée quelques minutes (= 5 mn). Les
chromatogrammes d’exclusion de taille sont présentés dans la figure 111.16.

La taille moléculaire de I’Alcalase 2,4 L et de la Pronase SG sont, d’apres les fabricants,
respectivement de 27500 Da et de 20000 — 22000 Da (Yoshida et al., 1988). Ainsi, d’apres les
chromatogrammes d’exclusion de taille, les pics correspondants aux enzymes sont situés entre
14 et 18 mn. Les chromatogrammes des enzymes présentent également des pics apres 25 mn,
montrant alors la présence de petites molécules de taille moléculaire inférieure a 1 kDa. Ces

molécules pourraient étre soit des fragments des enzymes qui se seraient dégradées lors de
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leurs préparations, soit des molécules ajoutées dans les préparations enzymatiques par les

fabricants afin d’améliorer la conservation des enzymes.

a— Alcalase 2,4L b — Pronase SG
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Figure 111.16 : profils chromatographiques par CLHP-ET des protéases solubilisées 5 min (——) ou 3 h (——).
Protéases : (a) Alcalase 2,4L et (b) Pronase SG.

Lorsque les protéases sont solubilisées 3 h, seules, dans les conditions opératoires de
I’hydrolyse, le chromatogramme de I’ Alcalase 2,4L est fortement modifié alors que celui de la
Pronase SG n’évolue quasiment pas. En effet, le pic a 16 mn caractérisant I’ Alcalase 2,4L
disparait presque totalement aprés 3 heures alors qu’a I’inverse, la proportion des petits
peptides (tr > 25 mn) augmente considérablement. Ces resultats montrent que I’ Alcalase 2,4L
est certainement clivée en fragments plus petits. Ainsi, il semblerait que I’Alcalase 2,4L soit
capable de s’autolyser au cours de la réaction. Par contre, la Pronase SG ne semble pas étre
dégradée en fragments plus petits ; elle ne semble pas s’autolyser mais il est possible que le
clivage de quelques-unes de ses liaisons peptidiques puisse altérer son action de maniere

irréversible.

111.3.1.5. Conclusion sur les phénomeénes impliqués dans la protéolyse.

Les résultats précédents nous ont permis de caractériser les phénomenes susceptibles de
limiter I’hydrolyse des protéines de colza par I’Alcalase 2,4L ou la Pronase SG. Le tableau

I11.11 récapitule I’ensemble des résultats concernant ces phénomenes.
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Tableau 111.11: phénoménes susceptibles d’étre impliqués dans la protéolyse des systémes enzyme/substrat
suivants : Alcalase 2,4L/Globuline, Pronase SG/Globuline et Alcalase 2,4L/Albumine. ind. : indéterminé.

Systéme enzyme/substrat

Phénoméne étudié Alcalase 2,4L Pronase SG Alcalase 2,4L

Globuline Globuline Albumine
Lié au substrat
Phénomenes d’inhibition de I’enzyme
Inhibition par le substrat protéique non non non
Inhibition par les produits d’hydrolyse non non non
Variation de la nature du substrat au cours de I’hydrolyse
Variation de Vm* oui oui oui
Variation de Km* non oui oui
Lié a I’enzyme
Présence de plusieurs isoformes ou plusieurs protéases oui non oui
Dénaturation thermique de I’enzyme (50 °C ou 37 °C selon I’enzyme) oui non oui
Inactivation d’ordre 2 au cours de I’hydrolyse oui oui oui
Autolyse oui ind. oui
Influence de la concentration initiale en substrat non oui non

Lors de I’avancement de la réaction, I’ Alcalase 2,4L, qui est composée de plusieurs isoformes
ou de plusieurs protéases de natures différentes, s’inactiverait par autolyse et serait de moins
en moins réactive a I’encontre du substrat au fur et a mesure que ce dernier est hydrolyse.
L’Alcalase est sensible a la chaleur mais le substrat semble la protéger. Aucun phénomene
d’inhibition par le substrat ou les produits d'hydrolyse ne semble affecter son activiteé.

Comme I’Alcalase 2,4L, la Pronase SG, qui est une enzyme pure, serait de moins en moins
réactive envers le substrat a mesure que ce dernier est hydrolysé. Elle ne serait pas inhibée par
le substrat ou les produits d’hydrolyse et perdrait son activité au cours de I’hydrolyse.
Toutefois, les phénomenes entrainant sa perte d’activité ne sont pas clairement élucidés ; elle
s’inactiverait, en partie, suivant une réaction d’ordre 2 dans laquelle le substrat serait

impliqué, mais, a 37 °C, elle ne s’inactiverait pas suite a une dénaturation thermique.

111.3.2. Modélisation phénoménologique des cinétiques d’hydrolyse.

Dans cette partie, plusieurs modeles de connaissance, bases sur le schéma réactionnel de
Michaelis-Menten, ont été construits afin de simuler I’hydrolyse enzymatique, en réacteur
discontinu, d’isolats de protéines de colza par I’Alcalase 2,4L ou par la Pronase SG. Ces
modeles visent a prédire I’évolution temporelle du volume de soude ajouté ou du DH dans
une réaction a pH et a température régulés mais pour différentes concentrations initiales en

enzyme, Eo, et en substrat, So.
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111.3.2.1. Cinétiques dhydrolyse.
Le schéma de la réaction d’hydrolyse est supposé étre le suivant :
kl kZ
Ea +Sr :kt EASR— Ea+P

Avec : Ea, I’enzyme active,
Sk, le substrat « hydrolysable »,
EaSr, le complexe enzyme-substrat,
P, le produit,
ki, k.1, ko, les constantes de vitesse.

Le substrat « hydrolysable », Sg, correspond au substrat protéique susceptible d’étre
hydrolysée parmi la totalité de la matiére protéique (So). La concentration en substrat

« hydrolysable » est définie par la formule suivante :

Sr : concentration en substrat protéique hydrolysable (g/L),
So : concentration initiale en protéines (g/L),

DH : degré d’hydrolyse (%),

DHyin : degré d’hydrolyse maximal de I’hydrolyse (%).

Sr = S0 . (DHiim— DH) / 100 (1)

En considérant que le milieu réactionnel est homogeéne en réactifs et parfaitement agité, et
sous I’hypothese d’un état pseudo-stationnaire pour la forme complexée EaSg, la vitesse
globale de la reaction d’hydrolyse, r, definie comme étant la quantité de substrat

« hydrolysable » disparue par unité de temps, est définie par la relation suivante :

r : vitesse globale de la réaction d’hydrolyse (g/L.h),
k, : constante de vitesse (hY),

_ dSg _ E. Sg Sk : concentration en substrat protéique hydrolysable (g/L),
T ' Kme + S (2) Kmg : constante de Michaelis définie par rapport a Sg (g/L),
R R E : concentration en enzyme totale active (mL/L ou g/L selon
I’enzyme).

E représente la concentration en enzyme totale active (mL/L ou g/L), sous toutes ses formes

danS Ie mllleu E= EA + EASR.

La vitesse globale de I’hydrolyse du substrat « hydrolysable » est proportionnelle a la vitesse

du volume de soude ajouté dans le milieu réactionnel pour conserver le pH constant :

dVNaoH S : concentration en substrat protéique hydrolysable (g/L),
dat gt 3) Vnaon : Volume de soude ajouté (mL),
A : coefficient d’équivalence entre Sg et Vnaon (g/L.mL).
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Or, le volume de soude est directement proportionnel au DH suivant la relation :

DH = B v (4) DH : degré d’hydrolyse (%),
- S, " ¥NaOH Vnaon : Volume de soude ajouté (mL),
1000 B : coefficient de proportionnalité entre le DH et Vqon,
Avec: B = . 100 So : concentration initiale en protéine (g/L),
alpha . hy, . Vol alpha : coefficient de dissociation des groupements a-aminés,
hiot : Nombre total de liaisons peptidiques du substrat
protéique (méqv/g protéine),
dVyaon s, dDH Vol : volume du mélange réactionnel (mL)
Dou: —( —=735 " ()
dt B dt

Finalement, le bilan instantané en volume de soude et du DH dans le réacteur discontinu peut

s’écrire :

dt A Kmg + (So . (DH;;, - DH) / 100)
et,

dt A.S, Kmg+(So.(DHyy, - DH)/100)

111.3.2.2. Expressions et valeurs de k; et de Kmg.

Dans I’étude précédente (paragraphe 111.3.1.2, p. 195), nous avons mis en évidence une
évolution des parameétres cinétiques apparents, Vm (en g/L.h) et Km (g/L), au fur et a mesure
que le substrat est hydrolysé. La variation de Km en fonction du DH (en %) est simulée par
les équations suivantes :

= pour le systéeme Alcalase 2,4L/Globuline : Km =10,7. DH ;

= pour le systéme Pronase SG/Globuline : Km = 7,3 exp(- 0,053 . DH) ;

= pour le systéme Alcalase 2,4L/Albumine : Km = 19,2 exp (- 0,086 . DH).

La variation de Vm en fonction du DH est simulée par les équations qui suivent, les modeles
étant présentés dans la figure 111.17 :

= pour le systéme Alcalase 2,4L/Globuline : Vm = 757 / (7,95 + DH)"? ;

= pour le systéme Pronase SG/Globuline : Vm =612/ (6,42 + DH)'® ;

= pour le systéme Alcalase 2,4L/Albumine : Vm = 7,94/ (0,55 + DH)?.
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Figure 111.17 : évolution de Vm en fonction du DH pour les différents systemes enzyme/substrat. (e) : points
expérimentaux. (—) : courbes de simulation.

Toutefois, ces parametres cinétiques ont été déterminés en utilisant la concentration totale en
protéine (S). Or, les modeles sont construits a partir des valeurs de Km qui tiennent compte de
la concentration en substrat hydrolysable (Sr), noté Kmg et exprimé en g/L. Km et Kmg sont
liés par la formule suivante : Kmg = DHji, . Km.

De méme, les modeéles sont construits a partir de la constante cinétique k, et non a partir de
Vm. Or :

Vm =k, . Eo Vm : vitesse maximale (g/L.h),
k, : constante cinétique (h™),
d’ou, Eo : concentration initiale en enzyme (g/L.mL)
Eo = 0,8 mL/L pour les systemes avec I’ Alcalase 2,4L,
ko=Vm/Eo Eo = 0,084 g/L pour le systeme avec la Pronase SG..

111.3.2.3. Inactivation des enzymes.

e |nactivation de I’Alcalase 2,4L.

D’apres les resultats expérimentaux, I’Alcalase 2,4L est supposée étre composée de deux
populations d’enzymes (E; et E,) capable chacune de s’autolyser. Le schéma réactionnel

suppose est le suivant :

BN
=] - B+E ki, : constante d’inactivation de I’enzyme n° 1 (L/mL.h),
Kiy Ki, : constante d’inactivation de I’enzyme n° 2 (L/mL.h),
E; : premiére population d’enzymes actives (enzyme n° 1),
=, E, : deuxieme population d’enzymes actives (enzyme n° 2),
\ ) Ei : enzyme inactive (autolysée).
BE B+BE
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. - E1(0) : concentration initiale de I'enzyme n° 1 (mL/L),
Avec : Bi(0) + E,(0) = Eo E,(0) : concentration initiale de I'enzyme n° 2 (mL/L),
E;(0)=Q.Eo Eo : concentration initiale totale en enzyme (mL/L)
Q : fraction de I’enzyme n° 1 (%)
Ex(0)=(1-9).Eo ki : constante d’inactivation (L/mL.h),

E; : concentration de I’enzyme active n° 1 (mL/L),
E, : concentration de I’enzyme active n° 2 (mL/L).

D’ou
dEl - 2 dE H 2
=—ki,.E et 2 ——ki,.E
dt 1 1 dt 2 2

e Inactivation de la Pronase SG.

D’apres les résultats expérimentaux (paragraphe 111.3.1.4, p. 198), la Pronase SG ne serait
composée que d’une population d’enzyme (E) capable de s’autolyser et/ou de se déstructurer
partiellement. Le schéma réactionnel, qui a permis d’obtenir les meilleurs résultats, est le
suivant :
o une fraction, 0, de I’enzyme s’autolyse avec une constante de vitesse ki (en L/g.h),
o I’autre fraction (1-6) de I’enzyme se déstructure (probablement a cause des contraintes
de cisaillement provoquees par I'agitation du réacteur) perdant alors son activité suivant

une réaction du premier ordre de constante de vitesse kd (en h™).

E+E et E
ki kd

E+E

Ei

D’apres les résultats précédents, le substrat serait capable de protéger I’enzyme contre son
autolyse. Ceci se traduirait par une constante d’inactivation qui serait fonction de la
concentration initiale en substrat par la formule suivante : ki =a . So™°
Ainsi :

dE

——— =-[0.(a.S0") .E?-[(1-0).kd.E]
dt

111.3.2.4. Identification paramétrique.

Les paramétres :
e A, Kiy, kiy et Q pour les systemes avec I’ Alcalase 2,4L,
e A a, b, kd et pour le systeme avec la Pronase SG,
ont été identifiés a partir des mesures expérimentales du volume de soude et du DH pour

I’ensemble des expériences. Pour cette identification, un critere J de type moindres carrés a
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été défini. Ce critere (fonction écart modéle-expérience) est minimisé (Jop) en utilisant une
méthode d’optimisation directe de type Simplexe. L’intégration des équations du modele
nécessaire a I’évaluation de ce critére est effectuée par une méthode de Runge-Kutta d'ordre
4,

L’identification des valeurs des parametres a conduit aux résultats des tableaux I11.12, 111.13
et 111.14. Les courbes comparatives des profils temporels du volume de soude ou du DH
expérimentaux et modélisés sont présentés dans les figures [111.18, [111.19, 111.20
respectivement pour les systemes Alcalase 2,4L/Globuline, Alcalase 2,4L/Albumine et
Pronase SG/Globuline.

Tableau 111.12 : résultats de I’identification du modéle du systeme Alcalase 2,4L/Globuline.

A (g/L.mL) ki, (L/mL.h) ki, (L/mL.h) Q (%) Jopt

1,43 6,29 1,62 81,0 0,0044

Tableau 111.13 : résultats de I’identification du modéle du systeme Alcalase 2,4L/Albumine.

A (g/L.mL) ki (L/mL.h) ki, (L/mL.h) Q (%) Jopt

1,91 11,48 3,17 75,1 0,0107

Tableau 111.14 : résultats de I’identification du modele du systeme Pronase SG/Globuline.

A (g/L.mL) a b kd (h™) 0 (%) Jopt

3,54 324,8 0,163 0,32 32,7 0,0083

Les figures 111.18.a, 111.19.a et 111.20.a montrent que les modeéles reproduisent correctement
I’évolution temporelle du volume de soude. Ceci se traduit par une tres bonne simulation de
I’évolution temporelle du DH mais il existe toutefois une légére déviation des courbes
modélisées par rapport aux courbes expérimentales pour des concentrations en substrat trés
faibles (< a 10 g/L) (figures 111.18.b, 111.19.b et 111.20.b). Il est probable que, lorsque la
concentration en substrat est trés faible, la moindre erreur expérimentale au niveau du volume
de soude ajouté se traduise par une importante déviation au niveau du DH.

Les modéles simulent également trés bien la perte d’activité des enzymes au cours de la
réaction (figures 111.18.c, 111.19.c et 111.20.c) mais la simulation n’est pas tout a fait parfaite
pour les systemes Alcalase 2,4L/Albumine et Pronase SG/Globuline. D’apres I’identification
paramétrique (tableaux 111.12 et 111.13), I’Alcalase 2,4L comprendrait entre 75 et 80 % d’une
premiere protéase tres sensible a I’autolyse et, en complément, une seconde protéase moins
sensible. Par contre, seulement 30 % de la Pronase SG serait capable de s’autolyser ; le reste

s’inactivant selon une réaction d’ordre 1 (probablement par déstructuration mécanique).
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Figure 111.18 : modélisation du systéme Alcalase 2,4L/Globuline : (a) évolution du volume de soude, (b) du
degré d’hydrolyse et (c) de I’activité enzymatique résiduelle, (A) en fonction de la concentration initiale en
enzyme (avec So =40 g/L et T =50 °C) et (B) en fonction de la concentration initiale en substrat (avec Eo = 0,8

mL/L et T = 50 °C). Lignes continues : courbes modélisées ; lignes en pointillé, ronds et croix

expérimentales
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Alcalase 2,4L / Albumine
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Figure 111.19 : modélisation du systéme Alcalase 2,4L/Albumine : (a) évolution du volume de soude, (b) du
degré d’hydrolyse et (c) de I’activité enzymatique résiduelle, (A) en fonction de la concentration initiale en
enzyme (avec So = 81 g/L et T =50 °C) et (B) en fonction de la concentration initiale en substrat (avec Eo = 0,8
mL/L et T = 50 °C). Lignes continues : courbes modélisées ; lignes en pointillé, ronds et croix : valeurs
expérimentales.
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Pronase SG / Globuline

A —influence de Eo (So =40 g/L) B — influence de So (Eo = 0,084 g/L)
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Figure 111.20 : modélisation du systéme Pronase SG/Globuline : (a) évolution du volume de soude, (b) du degré
d’hydrolyse et (c) de I’activité enzymatique résiduelle, (A) en fonction de la concentration initiale en enzyme
(avec So =40 g/L et T = 37 °C) et (B) en fonction de la concentration initiale en substrat (avec Eo = 0,084 g/L et
T =37 °C). Lignes continues : courbes modélisées ; lignes en pointillé, ronds et croix : valeurs expérimentales.
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En conclusion, la mise en évidence de certains phénomeénes impliqués dans le processus de
I’hydrolyse des différents systémes enzyme-substrat, basée sur des constatations
expérimentales, a permis de construire des modeéles simulant correctement les cinétiques
d’hydrolyse pour un tres large domaine de concentrations initiales en enzyme ou en substrat ;
ceci malgreé les imprécisions des données sur les préparations enzymatiques (différents types
de protéases) et la complexité des substrats (différents types de protéines). La construction du
modele pour le systeme Pronase SG/Globuline a toutefois nécessité quelques hypothéses
concernant son mécanisme d’hydrolyse comme, par exemple, une protection du substrat a

I’égard d’une autolyse de I’enzyme.

I11.4. CONCLUSION.

Nous avons étudié, pour les systemes Alcalase 2,4L/Globuline, Pronase SG/Globuline,
Alcalase 2,4L/Albumine, I’influence de la concentration initiale en enzyme, de la
concentration initiale en substrat, de la temperature et du pH, d’une part, sur les cinétiques
d’hydrolyse et, d’autre part, sur la nature des produits d’hydrolyse.

Les parametres d’hydrolyse influencent significativement les cinétiques d’hydrolyse mais,
nous avons également montré, par CLHP-ET et par CLHP-PI couplée a la spectrométrie de
masse, qu’a un DH et a un pH donnés, les propriétés physico-chimiques des hydrolysats
(répartition de taille des peptides, rapport hydrophilie/hydrophobie des peptides) et la
composition peptidique des hydrolysats (peptides < 1000 Da) sont indépendantes de So, de
Eo, de T et de la durée de I’hydrolyse. Ainsi, la production d’un mélange de peptides
possédant des propriétés fonctionnelles recherchées peut étre contrélée par seulement deux
parameétres : le DH et le pH. C’est pourquoi, la prédiction de I’évolution temporelle du DH,
pour des valeurs variables des parameétres opératoires Eo, So et T, a été une méthode
judicieuse pour la production de mélanges peptidiques ciblés.

Ceci a été realise dans la seconde partie de ce travail ; pour chaque systéme enzyme/substrat,
un modele phénoménologique basé sur le schéma réactionnel de Michaelis-Menten a été
construit afin de simuler les cinétiques d’hydrolyse dans de trés larges domaines de
concentrations initiales en enzyme ou en substrat. La construction de ces modeles a été
réalisée par la mise en évidence de certains phénomeénes susceptibles d’étre impliqués dans le
processus de I’hydrolyse. Pour les systéemes avec I’Alcalase 2,4L (protéase non pure), la
diminution de la vitesse réactionnelle avec I’avancement de la reaction semble étre

provoquée, d’une part, par une diminution de Vm et/ou de Km au cours de I’hydrolyse, et
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d’autre part, par une autolyse des enzymes. Le modeéle utilisant de telles hypotheses simule
correctement les cinétiques expérimentales. Pour le systéeme Pronase SG/Globuline, la
réaction d’hydrolyse semble étre limitée par plusieurs phénomenes ; une diminution de Vm et
de Km, une autolyse de I’enzyme dans laquelle le substrat aurait un réle protecteur et une
perte de I’activité de I’enzyme qui serait d’ordre 1 (probablement une déstructuration de
I'enzyme due a l'agitation). Le modéle prenant en compte I’ensemble de ces hypotheses

simule également trés bien les cinétiques expérimentales d’hydrolyse.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES.

Gréace a leurs propriétés fonctionnelles, nutritionnelles et biologiques potentielles, les peptides
intéressent les industriels de l'alimentaire, de la pharmacie et plus largement des domaines
biotechnologiques. Les peptides végétaux sont d’autant plus intéressants qu'ils sont issus
d'une matiére renouvelable peu codteuse et qu'ils présentent un risque moindre de
transmission d'agents pathogenes imputables aux protéines d'origine animale. Ainsi, depuis
une quinzaine d’années, de nombreux travaux portent sur I’hydrolyse enzymatique de
protéines végétales mais peu d’entre eux ont été entrepris sur I’hydrolyse de protéines de
tourteaux de colza, qui est pourtant, a I’heure actuelle, un co-produit de I’industrie huiliere,

simplement utilisé dans I’alimentation animale.

Dans ce contexte, ce travail avait pour objectif premier d'étudier I'obtention de tels peptides
d'intérét a partir de tourteaux de colza a travers la mise en ceuvre et le développement de
procédés de préparation et d’hydrolyse d’isolats protéiques issus de ce résidu industriel. Trois

grandes etapes ponctuent ce travail.

Une premiére phase a concerné I’élaboration, a partir d’une farine de tourteaux
de colza, d’un procéde de production d’isolats proteiques qui serviront de

substrat pour la génération d’hydrolysats fonctionnels ou biologiquement actifs.

Le tourteau de colza est une matiére végétale relativement riche en protéines mais contenant
également des composés non-protéiques susceptibles de limiter I’hydrolyse enzymatique et de
modifier les proprietés fonctionnelles des hydrolysats ou I’activité biologique des peptides.
Ainsi, la premiére phase de cette étude a consisté a concentrer les protéines de tourteaux
industriels de colza.

Ce travail a permis de développer un procédé de préparation de deux isolats protéiques
(pureté en protéines supérieure a 90 %) se différenciant par le type de protéines les
constituant ; le premier, appelé globuline, est essentiellement composé de globulines (~ 75 %)
tandis que le deuxieme, appelé albumine, est majoritairement constitue de napines. Toutefois,
la purification des protéines s’est avérée difficile, liée, d’une part, a la mauvaise solubilisation
des protéines, et, d’autre part, a I’élimination délicate des composés antinutritionnels

(composés phénoliques et acide phytique).
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Le procédé mis en place nécessite quatre étapes principales :

e une pré-extraction de la farine de tourteaux avec un mélange éthanol/eau afin d’éliminer
majoritairement les composés phénoliques et I’azote non protéique,

e une extraction basique de la farine obtenue afin de solubiliser les protéines,

e une précipitation isoélectrique de ces protéines afin de récupérer assez sélectivement,
d’une part, les globulines et, d’autre part, les aloumines,

e la dialyse des deux fractions protéiques précédentes pour éliminer les composés non-

protéiques restants.

Ce procédeé, réalise a I’échelle laboratoire, parait techniquement extrapolable a I’échelle
industrielle. Toutefois, par rapport a d’autres procédés élaborés a partir de matiere végétale
autre que le tourteau de colza (graines de soja par exemple), ce procédé parait colteux et ne
permet d'extraire qu'un quart des protéines initialement présentes dans la farine. Le moyen de
remédier a ses désavantages est de générer des molécules a haute valeur ajoutée a partir des
isolats, par exemple des peptides dotés de propriétés fonctionnelles intéressantes ou
d’activité(s) biologique(s).

Les deux isolats ne possedent pas de bonnes propriétés fonctionnelles mais leur hydrolyse
partielle par I’Alcalase 2,4L (DH = 5 %) permet d'en améliorer certaines au détriment
d’autres. Cette étude a également révélé que les propriétés fonctionnelles des hydrolysats
obtenus avec les albumines différent de celles issues des hydrolysats de globulines, montrant

alors I’importance de la nature des protéines pour I’élaboration d”hydrolysats fonctionnels.

A partir de ce premier travail, plusieurs perspectives peuvent étre envisagées. N’ayant utilisé
gu’un unique lot de tourteaux, il serait intéressant d’utiliser des tourteaux d’origine différente
afin de déterminer I’impact de la composition de la matiére premiere sur les performances du
procédé (rendement protéique, pureté protéique, type de protéines constituant I’isolat). De
plus, la caractérisation des propriétés fonctionnelles des hydrolysats de protéines de colza au
sein d’aliments comme, par exemple, la mayonnaise, la meringue ou les conserves, devrait

étre effectuée pour valider leurs potentialités en vue d’une exploitation industrielle.
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La seconde phase de ce travail a consisté a la comparaison de I’action
hydrolytique de sept protéases commerciales différentes afin de sélectionner les
protéases les plus actives pour la génération d'hydrolysats composés de peptides

actifs.

Cette étape a permis de caractériser et de comparer I’action hydrolytique de sept protéases
commerciales différentes sur I’isolat de globulines : une subtilisine Carlsberg (Alcalase 2,4L),
trois protéases neutres (Pronase SG, Neutrase 0,8L et Prolyve BS), une papaine (Lypaine
6500) et deux subtilisines (Orientase 90N et Espérase 7,5L). Il a été montré que les cinétiques
d’hydrolyse, la taille des peptides produits et I’activité biologique des hydrolysats sont
significativement influencées par la spécificité de I’enzyme.

La valorisation des hydrolysats a porté sur leur capacité a favoriser la croissance de cellules
animales cultivées dans un milieu sans sérum de veau feetal. Cette application intéresse
I'industrie pharmaceutique puisqu'elle s'inscrit dans la nécessité de supprimer les risques de
contamination des procédés biotechnologiques par des éléments biologiques d'origine animale
(de type prion notamment). En tant qu'additifs, les hydrolysats de DH élevés, composés de
plus de 70 % en peptides inférieurs a 1000 Da, sont ceux qui améliorent le plus
significativement la densité cellulaire. Ces peptides n'auraient pas uniquement un role
nutritionnel mais agiraient également comme facteurs de croissance et/ou de survie. Il a été
montré que, parmi les protéases utilisées, les hydrolysats issus de la Pronase SG, de I’Alcalase
2,4L ou de I’Orientase 90N sont ceux qui permettent d'améliorer significativement la densité
cellulaire maximale. Ainsi, ce travail a permis de mettre en évidence une relation enzyme /
DH / propriétés ciblées.

Dans des conditions de pH et de température leur étant les plus favorables, I’ Alcalase 2,4L et
la Pronase SG sont, d'une part, les protéases les plus actives pour la génération de petits et
moyens peptides, et, d'autre part, celles qui générent le plus de petits peptides (< 1000 Da) de
nature hydrophile ou amphiphile. Ainsi, ces deux enzymes ont été retenues afin d'effectuer

une étude plus compleéte.

Dans tous les cas, plusieurs perspectives peuvent étre formulées. Il pourrait étre rationnel de
mettre en ceuvre d’autres procédés intégrés de production — séparation pour I’obtention de
petits peptides, comme, par exemple, des procédés d’hydrolyse multi-enzymatique couplés ou
non a des techniques membranaires (réacteur a membrane). L'isolement des peptides ayant

des effets sur la croissance et la survie des cellules animales par des techniques
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chromatographiques ou membranaires et leur identification peuvent eégalement étre envisagés

afin de mieux caractériser la relation structure/fonction de ces peptides.

La derniére partie de ce travail avait pour objectif de modéliser les cinétiques
d'hydrolyse et de caractériser les produits d'hydrolyse en vue d*une prédiction du
comportement de I'hydrolyse d'isolats de colza par I'Alcalase 2,4L et la Pronase
SG quels que soient les paramétres de I’hydrolyse comme la concentration

initiale en enzyme, la concentration initiale en substrat, la température et le pH.

Nous avons montré, d'un coté, que les parameétres d’hydrolyse influencent significativement
les cinétiques d’hydrolyse et, d’autre part, qu’a un DH et a un pH donnés, les propriétés
physico-chimiques (taille, caractére hydrophobe) des peptides sont indépendantes des
concentrations initiales en enzyme et en substrat ainsi que de la température. De fait, la
prédiction de I’évolution temporelle du DH, quelles que soient les valeurs de ces parametres,
permet de controler la génération d’un mélange peptidique aux propriétés ciblées.

Enfin, un modele phénoménologique ayant pour base le schéma réactionnel de Michaelis-
Menten a été construit afin de simuler les cinétiques d’hydrolyse obtenues dans un réacteur
discontinu. Ce schéma est, toutefois, adapté pour prendre en compte dans le cas de I’Alcalase
2,4L : une composition de celle-ci de deux protéases différentes capables chacune de
s’autolyser et une modification du substrat avec I’avancement de la réaction entrainant une
variation des constantes Vm et Km au cours de I’hydrolyse ; dans le cas de la Pronase SG :
une modification du substrat au cours de I’hydrolyse, une autolyse de I’enzyme dans laquelle
le substrat aurait un réle protecteur et une perte d'ordre 1 de I’activité enzymatique. Les
modeles obtenus conduisent a un trés bon accord entre les données théoriques et
expérimentales, cela pour de trés larges domaines de concentrations initiales en substrat et en

enzyme.

Dans la continuité de ce travail, il pourrait étre envisagé de modéliser les cinétiques
d'’hydrolyse obtenues a différentes températures et a différents pH. Ceci permettrait
d'améliorer les modeles déja élaborés et de pouvoir simuler les cinétiques dans des conditions
opératoires tres diverses.

Par ailleurs, pour remédier aux problémes d'autolyse ou de déstructuration des enzymes, il
serait nécessaire d'envisager des réacteurs a enzymes immobilisées. Ceci pourrait étre une

voie d'amélioration du procédé d'hydrolyse.
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Résumé

Cette thése a permis d’étudier I'obtention de peptides biologiquement actifs ou a propriétés
fonctionnelles a travers la mise en ceuvre et le développement de procédés de préparation et
d’hydrolyse d’isolats de protéines issus de tourteaux de colza.

Tout d’abord, un procédé de préparation de deux isolats protéiques se différenciant par le type de
protéines les constituant (Globuline ou Albumine) a été développé. Les deux isolats ne possedent pas
de bonnes propriétés fonctionnelles mais leur hydrolyse partielle par I’Alcalase 2,4L permet d'en
améliorer certaines.

Puis, I’action hydrolytique de protéases commerciales (Alcalase 2,4L, Pronase SG, Neutrase 0,8L,
Prolyve BS, Lypaine 6500, Orientase 90N, Espérase 7,5L) sur I’isolat de globulines a été comparée.
La valorisation des hydrolysats a porté sur leur capacité a favoriser la croissance de cellules animales
cultivées dans un milieu sans sérum de veau feetal. 1l a été montré que les cinétiques d’hydrolyse, la
taille des peptides produits et I’activité biologique des hydrolysats sont significativement influencées
par la spécificité de I’enzyme et qu’il existe une relation enzyme / degré d’hydrolyse (DH) / activité
ciblée.

Enfin, nous avons montré pour trois systemes enzyme/substrat différents (Alcalase/Globuline,
Pronase/Globuline et Alcalase/Albumine) qu’a un DH et a un pH donnés, la composition peptidique
des hydrolysats est indépendante des concentrations initiales en enzyme et en substrat et de la
température. Ainsi, la prédiction de I’évolution temporelle du DH, quelles que soient les valeurs de ces
parameétres, permet de contrbler la génération d’un mélange peptidique aux propriétés ciblées. Un
modéle phénoménologique basé sur le schéma réactionnel de Michaelis-Menten a alors été construit
afin de simuler les cinétiques d’hydrolyse en réacteur discontinu. Pour cela, les phénomenes limitants
impliqués dans I’hydrolyse (inhibition ou inactivation de I’enzyme, modification du substrat) ont été
mis en évidence.

Mots-clés : tourteau de colza, protéase, peptide, isolat, degré d’hydrolyse, modélisation, propriétés
fonctionnelles, cellules animales, activité biologique, chromatographie, pH-Stat, Michaelis-Menten.

Abstract

This thesis made it possible to study obtaining biologically active peptides or with functional
properties through the development of processes for the preparation and the hydrolysis of protein
isolates resulting from rapeseed cakes.

First, a method of preparation of two protein isolates being different by the type of proteins (Globulin
or Albumin) was developed. The two isolates do not have good functional properties but their partial
hydrolysis by Alcalase 2.4L improves some of them.

Then, the hydrolytic action of commercial proteases (Alcalase 2.4L, Pronase SG, Neutrase 0.8L,
Prolyve BS, Lypaine 6500, Orientase 90N, Espérase 7.5L) on the isolate of globulins was compared.
The valorisation of the hydrolysates related to their capacity to promote the growth of animal cells
cultivated in a serum-free medium. It was shown that the kinetics of hydrolysis, the size of produced
peptides and the biological activity of the hydrolysates are significantly influenced by the specificity
of the enzyme and there is a relation enzyme/ degree of hydrolysis (DH)/ targeted activity.

Lastly, we showed for three different enzyme/substrate systems (Alcalase / Globulin, Pronase /
Globulin and Alcalase / Albumin) that at given DH and pH, the peptide composition of the
hydrolysates is independent of the initial enzyme and substrate concentrations and of the temperature.
Thus, the prediction of the temporal evolution of the DH, whatever the values of precedent
parameters, allows to control the generation of a peptide mixture with targeted properties. A model
based on the reaction pathway of Michaelis-Menten was then built in order to simulate the hydrolysis
kinetics in batch reactor. For that, limiting phenomena implied in the hydrolysis (inhibition or
inactivation of the enzyme, modification of the substrate) were highlighted.

Key words: oil cake of colza, protease, peptide, isolate, degree of hydrolysis, model, functional
properties, animal cells, biological activity, chromatography, pH-Stat, Michaelis-Menten.
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