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Introduction

Introduction

Au cours des derni¢res années, la demande d’utilisation d’enzymes augmente de plus en
plus dans plusieurs processus chimiques en raison de leur capacité a favoriser les réactions

plus rapidement et plus efficacement (Gabriel Ramos Ferreira Gongalves et al, 2021).

En effet la biocatalyse représente I’utilisation de catalyseurs naturels, comme les enzymes

dans une réaction de synthese organique (Pelmont J 1995).

Les lipases sont parmi les hydrolases les plus utilisées en biocatalyse suite a leur grande
spécificité a de nombreux substrats, la divergence des applications, a montré que ces derniéres

sont largement employées dans divers secteurs industriels.

Effectivement de nombreuses enzymes d’origine animale ont fait 1’objet d’expérimentation
dans le secteur industriel tel que la pepsine qui est connue depuis longtemps comme une
enzyme digestive libérée dans I’estomac apres 1’ingestion des aliments, sa fonction principale
est de transformer les substances albumines en substances solubles endosmotiques

assimilables (P. Evans et a/,2007).

Malheureusement, les couts ¢€levés, le manque de stabilité et la difficulté d’extraction de ces
derniéres ont poussées les chercheurs a s’orienter vers la création et 1’amélioration des

stratégies d’immobilisation.

L’immobilisation est une ancienne technique qui a trouvé son application ces derni€res années
et qui est devenue une exigence pour [’utilisation de la plupart des enzymes. Elle est définie
comme la restriction de molécules enzymatiques sur un support de maniére a ce qu’elle
conserve son activité¢, elle peut adapter les caractéristiques catalytiques comme la

recyclabilité, la stabilité sous différents pH, la sélectivité et la résistance aux inhibiteurs.

Les deux maniéres les plus courantes pour immobiliser une enzyme sont les méthodes
physiques telles que I’adsorption, le piégeage et les méthodes chimiques telles que la

réticulation et la fixation covalente (Hamidreza Aghaei et al, 2022).

Pour notre étude, on s’est intéressées au procédé sol-gel qui est une méthode relativement peu
colteuse, simple utilisée et tres diversifiée Elle permet d’élaborer différents matériaux d’une
grande pureté et d’une bonne homogénéité sous diverses formes (films, gels, poudres,
monolithes,...). L’objectif de ce travail sera d’extraire et de caractériser la pepsine de volaille

et I’'immobilisée par le procédé sol-gel.
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1 Généralité sur la pepsine :

1.1 Lapepsine

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

généralement les acides aminés a noyau aromatique (Yamamoto, 1975).

1.2 Pepsine du poulet :

La pepsine de poulet est une enzyme extraite a partir des proventricules de poulet
(Gallus gallus) considérés comme un sous-produit d’abattage. Ces organes de longueur
moyenne de 3 cm, situé au-dessus du gésier recouvert d’une couche d’épithélium formé de
cellules cylindriques visibles a 1’ceil nu. Ces cellules sont responsables de la sécrétion de

pepsinogene et de I’acide chlorhydrique (Alamareot, 1982).

La pepsine de poulet est sensible aux changements de pH, son optimal d'activité se
situe entre 1,5 et 4,5. Elle est active a 90% a pH 1,5 et augmente avec l'augmentation du pH
et atteint 35% de son activité¢ maximale a pH 4,5, et elle reste stable a pH 8 et complétement
inactivé au-dela de pH 8,5(Bohak, 1969), clle Peut étre stockée durant 24 heures a 37° et
une semaine a 4°C (Donta et Van Vukis, 1970).

1.3 Proventricules du poulet :

Le proventricule connu sous le nom de 1’estomac glandulaire, est situé¢ légerement a gauche
de la cavité abdominale (Alamargot, 1982), c’est ici que I’enzyme pepsine gastrique et

l'acide chlorhydrique sont produits (Donald et al, 1972).
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Figure 1:Les proventricules dans 1’appareille digestif du poulet (Larbier et Leclercq, 1992).

La pepsine dégrade les protéines du bol alimentaire en hydrolysant les liaisons
peptidiques avant les acides aminés aromatiques et hydrophobes. Cette dégradation constitue
I’initiation de la digestion des protéines au niveau de 1’estomac. Celle-ci sera complétée par
d’autres peptidases dans les segments suivants du tube digestif.

Les enzymes coagulants le lait d’origine animale sont des protéases gastriques, telle que la

pepsine, par son action sur la protéine du lait qu’est la caséine.

2 Généralités sur le lait

2.1 Définition du lait :

Le lait est sécrété par les glandes mammaires des femelles de mammiféres, c’est un
liquide opaque, blanc, mat, plus ou moins jaunatre selon la teneur en matiére grasse, d’une
saveur légerement sucrée, d’une odeur peu marquée mais reconnaissable et d’un pH (6,6 a

6,8) proche de la neutralit¢ (Hadj abd Rahman, 2014).

2.2 Composition du lait :

Le lait est un produit d'origine biologique qui peut étre fortement altéré par des moyens
microbiens et enzymatiques, c'est un milieu multiphasique : une phase aqueuse contenant
majoritairement du lactose, des minéraux, une phase dispersée de nature lipidique (globules

gras) et une phase de nature protéique (micelles de caséine), cette composition varie en
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fonction de différents facteurs liés aux animaux. Principalement la race, la lactation,
l'alimentation, la saison et I'dge (Fredot, 2005).

Ces ¢léments majeurs sont présentés dans le tableau 1.

Composants majeurs Valeur moyenne
Eau 87,5

Matieres grasses 3,7

Protéines 3,2

Glucides 4,6

Minéraux 0,9

Tableau 1 : composions générale du lait en g p. 100 mL (Vignola, 2002).

2.3 Caséines

2.3.1 Fractions caséiniques :

Les caséines forment pres de 80% des protéines du lait, et se regroupent sous une forme
sphérique appelée micelle (Alais, 1974 ; Ribadeau-Dumas, 1991 ; Mathieu, 1998).
La caséine entiere est composée de quatre constituants majeurs les caséines asl, as2, B, k et

certains composé€s mineurs tels que la caséine y (Schmidt, 1977).

Caséines Composants salins
OS] 35.6 | Calcium.........ooeviiiiiiiiiiininan 2.87
OS2 ettt e 9.9 | Magnésium.............ccevviviennnannnn. 0.11
B Phosphate
....................................... 33.6 inorganique.................2.89
K ettt e e 11.9 | Citrate.......ooevviiiiiiiiiien, 0.40
Y e 23 [ Sodium.......cooiiiiiiiiiiii 0.11
Potassium..............oooiiiiiii 0.26
Total Total composants salins................. 6.6
CASCINES. . eueeirieaneenennn. 93.3

Tableau 2 : Composition moyenne de la micelle de caséine g/100g (Schmidt, 1977).
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Toutes les caséines sont des phosphoprotéines de 150 a 200 acides aminés, possédant
des groupements phosphates unis a la chaine latérale de la sérine (groupe phosphoséryl)

(Cayot et Lorient, 1998).

Les sites phosphoséryls ne se répartissent pas uniformément tout au long de
I'enchainement, mais sont groupés dans certaines régions qui, de ce fait, sont les moins
hydrophobes et les plus chargées négativement, la présence de groupements phosphoséryls
confeére aux caséines une tres grande affinité vis-a-vis du calcium et du magnésium (Brulé et
Lenoir, 1997).

Les groupements acides des résidus glutamyl, aspartyl et phosphoséryl plus nombreux
que les fonctions —NH2 de la lysine et des autres acides aminés basiques,conferent a la
cas€ine entieére un point isoélectrique de 4.65, une charge nette négative importante au pH du
lait frais normal avec des propriétés acides (Mathieu, 1998).

En solution, les caséines adoptent une conformation ouverte par rapport aux structures
plus compactes des protéines globulaires, par conséquent, les nombreux groupements
hydrophobes que possédent les cas€ines seront plus exposés que chez les protéines

globulaires, ce qui explique leur forte tendance a 1’association. (Fox,1989).

Tableau 3 : Principales caractéristiques des caséines d'apres. (Fox,1989).

asl (as0, 1) as2 (as2, 3,4,6) B K (k1 ax7)
Résidu d’acide | 199 207 209 169
aminé/mole)
Poids moléculaire | 23600 25200 24000 19000
(Dalton)
Résidus cystéine 0 2 0 2
Groupements 8-9 10-13 4-5 1
phosphoséryls
Groupements 0 0 0 0as
glycosylés
Groupements 88 69 111 88
hydrophobes
Charge a pH 6.6 -20.9 -14.8 -12.3 -3.0
Sensibilité au calcium | ++ +++ + -
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2.3.2 Micelle de caséine :

La micelle de caséine est une particule de taille variant de 100 a 500 nm avec un
diamétre moyen de 180 nm, elle est formée par I'association des caséines asl, as2, B, k et de
quelques fragments peptidiques les caséines y (issus de la protéolyse de la caséine P) et de
composants salins dont le calcium et le phosphate, Son poids moléculaire moyen est de 1'ordre
de 108Da et renferme entre 20 000 et 150 000 molécules de caséine (Alais, 1974 ; Fox 2000 ;
Amiot et al., 2002)

2.4 Coagulation du lait :

La coagulation correspond aux modifications physicochimiques des micelles de la
cas¢ine sous I’actions enzymatique protéolytique et/ou d’acides lactique ce qui aboutis a la

formation d’un coagulum (Jeantet et a/,2008).

2.4.1 Aptitude du lait a la coagulation

La capacité de coagulation du lait est due a I'action de la présure, qui fournit un caillé
aux propriétés rhéologiques précises qui ne se perdent pas lors de la décharge, certains laits
caillent lentement, formant un gel mou qui s'émiette facilement, créant des caillés humides
incontrolables (Lenoir et Schneid, 1997).

Les moyens de contrdle sont généralement le temps de prise, la vitesse de prise du gel,
son degré de prise maximal, et enfin la vitesse et le degré de synérese, la capacité de
coagulation du lait dépend de certaines propriétés, telles que la composition chimique du lait,
notamment sa richesse en caséine et sa taille et la composition minérale du lait (faibles

rapports (Ca/N et P/N) (Alais, 1974).
2.4.2 Meécanisme de la coagulation

La coagulation du lait par des protéases acides se fait en deux étapes distinctes, 1'une

enzymatique et l'autre non enzymatique.

2.4.2.1 Etape enzymatique (Hydrolyse de la k Caséine) :

L'étape principale de la coagulation est 1'étape enzymatique au cours de laquelle les
protéases attaquent la liaison phel05-Met106 de la caséine k, ce clivage entraine une
perturbation des propriétés stabilisatrices de la caséine k par libration de Glycomacropeptide.

(Alais , 1974 ; Dalgleish 1982, 1997).
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La paracaséine «k reste attachée aux micelles, qui ont perdu leurs poles hydrophiles
stables ce qui entraine la coagulation, lorsque le lait coagule a un pH donné et a des niveaux
de protéines normaux, la viscosité n'augmente que lorsque 1'étape enzymatique est terminée a
80-85 %, soit environ 60 % du temps de floculation visible (Cheftel ef al., 1985 ; Lenoir et
Veisseyere, 1987 ; Mickael Eskin, 1990).

La phase primaire de la coagulation dépend essentiellement du pH, de la température,
de la force ionique, et des différents traitements subits par le lait (MacKinlay et Wake,

1971).

2.4.2.2 Etape non enzymatique (phase d'agrégation)

La phase secondaire est la phase de floculation, non enzymatique et dépend
strictement de Ca2+ et du phosphate de calcium colloidal (Fox ,1982). Durant la phase
secondaire, les micelles de caséine se regroupent en présence de Ca2+, cette agrégation se
produit avant l'apparition visible de la floculation (Alais, 1974 ; Guthy et Novak, 1977 ;
Dalgleish, 1982 ,1997 ; Lucey, 2002a).

Lorsqu'une proportion suffisante de la « caséine est hydrolysée, le potentiel
électrocinétique et le degré dhydratation des micelles sont réduits. Les forces qui
empéchaient primitivement le rapprochement de celles-ci sont affaiblies et la diminution de la
couche périphérique d'eau d'hydratation permet 1'établissement de liaisons nouvelles,
provoquant l'agrégation des micelles et la formation du coagulum (Lenoir et Veisseyere,
1987).

Au début de l'agrégation, le réseau protéique du gel est constitué de courtes chaines,
les particules de caséine interconnectées fusionnent et forment des amas, des grappes et
finalement un réseau spongicux (Fox et Mulvihill 1990 ;Cayot et Lorient, 1998 ; Lucey,
2002b ; 2003).

Lorsque la présure est ajoutée a des températures inférieures a 15°C, aucune
agrégation ne se produit, ce qui suggere l'importance des liaisons hydrophobes lors de la
formation du gel (Dalgleish, 1997 ;Lucey, 2003 ).

Le résultat de la coagulation est un réseau 3D de mailles treés laches qui pieégent le lactosérum
(Lenoir et Veisseyre, 1987). L'augmentation de la température de 31°C a 40°C multiplie par
plus de 5 le taux de précipitation de la caséine (Kay et al., 1977; Dalgleish, 1982). Une
diminution du pH de 6,8 a 6,3 accélére l'agrégation des micelles de caséine (Kowalchyk,

1977 ; Dalgleish, 1982).
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3 Généralité sur ’'immobilisation
3.1 Définition de I'immobilisation :

L’immobilisation d’enzymes est une méthode d’adhésion de molécules enzymatiques
sur un support solide insoluble dans le but d’améliorer leurs performances, le mouvement des
enzymes dans 1’espace d’immobilisation peut étre entierement limité ou emprisonnée dans un
petit espace(Lim Wen Yao et al, 2022).L’enzyme immobilisée a de meilleurs performances
en termes de stabilité thermique et opérationnelle, une plus grande tolérance dans des
conditions extrémes de pH, une plus grande facilité de séparation enzymatique, et une
réutilisation donc un couts réduits par rapports aux enzymes libres (Lim Wen Yao et al,

2022).

3.2 Historique sur 'immobilisation :

L’immobilisation d’enzyme a d’abord été introduite pour permettre la réutilisation
d’enzymes couteuses, vers les années 1950, plusieurs groupes ont commencé a immobiliser
des enzymes sur différents supports, Menecke a été 1’'un des premiers a réussir a fabriquer des
systemes de protéines immobilisées relativement stables sur des supports polyméres. Les
premicres applications industrielles des enzymes immobilisées ont ét¢ dans la production
d’acides aminés optiquement purs et I'hydrolyse de la pénicilline G, depuis, de nombreuses

recherche ont ét¢ menées (NemanjaMiletic et al, 2011).

3.3 Les déférentes technique de I'immobilisation

Lorsque I'enzyme est fixée au matériau d’immobilisation par des interactions ioniques,
des forces hydrophobes ou des liaisons disulfure, I'immobilisation résultante sera réversible,
I’enzyme et le support peuvent €tre dissociés dans des conditions spécifiques, mais lorsque
l'enzyme et le support sont liés par des liaisons covalentes, piégeage, encapsulation,

réticulation, I'immobilisation est irréversible (S Zahirinejad et al, 2021).

3.3.1 L’adsorption :

L'adsorption des protéines en général, et des enzymes en particulier, a été 1'une des
premiéres méthodes d'immobilisation développées (Messing, 1976 ; Woodward, 1985). On

peut cependant distinguer les types d’interactions suivantes :
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3.3.1.1 L’adsorption physique

Est 1'une des techniques les pluscourantes et les plus simples (Lim Wen Yao et al,
2022), c'est une méthode qui peut étre réalisée dans des conditions douces pour minimiser la
destruction de l'enzyme (Samira Tizchang et al, 2021), elle implique la fixation physique des
molécules d’enzymes sur la surface du supportpar des forces intermoléculaires faibles comme

Van Waals, interactions ioniques, liaisons hydrogene etc..(Lim Wen Yao et al, 2022).

Le protocole est assez simple, le support est immergé dans une solution enzymatiques et agite,

les enzymes non fixées sont éliminées par ringage avec un tampon (Spasojevic et al, 2019).

Le processus d'immobilisation de 1'enzyme peut choisir une variété de matériaux de support,
tels que des matériaux organiques, inorganiques, hybrides et composites, tels que le chitosane,
les billes de polyacrylonitrile, les argiles, le kaolin et les oxydes métalliques (Lim Wen Yao

et al, 2022).

3.3.1.2 L’adsorption hydrophobe :

C’est une technique basée sur l'affinit¢ des domaines hydrophobes de la protéine au
support solide ayant des propriétés similaires (Cao, 2006). Les zones qui présentent une
densité d'acides aminés hydrophobes relativement élevée interagissent évidemment avec des

supports présentant le méme caractére (Brena et Batista-Viera, 1997).

3.3.1.3 L’adsorption par affinité

Ce type de liaison entre I’enzyme et le support est obtenue de deux fagons : soit le
support est pré-couplé a un ligand qui présente une affinité pour I’enzyme cible, soit I’enzyme

est conjuguée a une entité¢ qui développe de 1’affinité vers le support (Mohamed et al, 2015).

3.3.1.4 L’adsorption ionique

Outre les sites hydrophiles et hydrophobes, les acides aminés portent ¢galement des
groupes chargés comme les acides carboxyliques, le glutamate et l'aspartate sont des
exemples d'acides aminés chargés négativement au pH physiologique, tandis que l'arginine et

la lysine sont positives dans les mémes conditions (Betts et Russell, 2003).

En fonction du pH, ces groupes chargés peuvent étre déployés pour immobiliser la protéine

sur, par exemple, des résines €changeuses d'ions portant des groupes a contre-charge,
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I'immobilisation par cette méthode peut donner des liaisons fortes (Pessela et al, 2003a ;

Pessela et al, 2005).

3.3.2 Liaison covalente :

La liaison covalente entre I’enzyme et le support utilisé pour I’immobilisation est
réalisée par I’intermédiaire des groupes cystéine, des fonctions thiols ou des amines primaires,
ceux-ci sont connus pour leur affinité avec des matériaux comme ’or et le platine avec
lesquels ils forment des liaisons covalentes (SK Jung et GS Wilson, 1996). Cette méthode
d’immobilisation d’enzymes est connue sous le nom de liaisons par auto-assemblage, elle
peut également étre faite en utilisant une molécule de liaison entre le support et I’enzyme,
cette immobilisation est plus souvent faite entre un support « activé » qui va ensuite réagir
avec un groupement NH, SH, OH ou COOH de I’enzyme, le couplage a lieu généralement a
des températures basses, dans un milieu ayant une force ionique basse et a un pH proche du

pH optimal de I’enzyme (B. Eggins, 1996).

Attachement covalent

Inclusion (fibre ou polymeére)

Réticulation (Crosslinking) s -

Figure 2:Méthodes d’immobilisation irréversibles(Brena et Batista-Viera, 1997).
3.3.3 Le piégeage

C’est une méthode irréversible d’immobilisation ou le support n’est pas fabriqué, il est
formé en présence de I’enzyme, de sorte que celle-ci est piégée a I’intérieur du support plutot
que sur celui-ci (Sheldon et Van Pelt, 2013). Toutefois, il peut se faire en utilisant deux

méthodes : I’inclusion ou bien I’encapsulation (Sirisha et Jain, 2016).

10
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3.3.4 L’encapsulation

C’est un procédé¢ impliquant 1’encapsulation des enzymes a I’intérieur des parois d’une
membrane, mais elles sont dans une position flottante dans 1’espace central, la capsule elle-
méme est semi perméable composée de nylon ou de nitrocellulose qui permet le passage du
substrats de 1’extérieur et maintient I’enzyme a 1’intérieur, la taille des pores de la membrane

est le point cl¢ (Shivam Sharma et al, 2022).

molécule

encapsulée

molécules

dispersées
matrice de
polymeére

membrane

Figure 3 : Exemple de microcapsules sous forme de sphére creuse et de sphere
remplie avec matrice de polymeére, adapté de la référence (L. Cao, 2005).

3.3.5 L’inclusion :

C’est une méthode qui permet la dispersion d’une enzyme dans une solution
homogeéne de monomeére ou d’émulsion, dont la polymérisation du monomere entraine la
formation d’un réseau au sein duquel I’enzyme est piégée d’une maniere physique (Ghasmi,
2007).Dans cette méthode, la synthése du matériau support est faite en présence de I’enzyme
dans le milieu, contrairement a I’adsorption physique, ou le support est préparé avant 1’étape

d’immobilisation(Hronska et al, 2009).

3.3.6 Réticulation :

C’est une méthode rapide douce et rentable (Yanchun Li et al, 2015), elle représente
une méthode d’immobilisation sans support attractif en raison de sa simplicité et de sa
robustesse, qui est accomplie en créant une liaison covalente entre le groupe fonctionnels d’un
lieur bifonctionnel et principalement les groupes amine de la surface de 1’enzyme qui finit par

créer une structure stable (FaezehAhrari et al, 2022).

11 existe deux méthodes de réticulation, soit les enzymes sont reliés entre elles par des agents

réticulant de facon directe, soit en a I’aide d’agents réticulant (tel qu’une protéine inerte) qui

11
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peut étre utilisée afin de faciliter ou d’améliorer la réticulation, on parle alors de co-

réticulation (Jarrar 2011).

Cross-linking ' Co-cross-linking

Figure 4 : Immobilisation d'enzymes (représentées par B) par a) réticulation avec elle-méme
et b) co-réticulation avec un co-réticulant (représenté par C)(W.Hartmeier, 1988).

Il existe différentes approches de I’immobilisation par réticulation telles que :

3.3.6.1 Les agrégats d’enzymes réticulées (cross-linked enzyme aggregates. CLEAs)

L’enzyme est d’abord précipit¢ a partir d’une solution aqueuse en ajoutant des
précipitants, tels que le sulfate d’ammonium, des solvants miscibles a 1’eau, le processus de
préparation CLEA nécessite un agent de réticulation, le glutaraldehyde, une petite molécule

réactive capable de pénétrer la structure interne des enzymes (Jiyeon Hong et al, 2021).

3.3.6.2 Les cristaux d’enzymes réticulés (cross-linked enzyme crystals. CLECs)

Est une approche de I’'immobilisation par réticulation nécessitant des enzymes pures
pour que I’enzyme soit cristallisée (Kapish Gupta et al, 2015), la réticulation des cristaux
d’enzyme entraine a la fois la stabilisation et ’'immobilisation sans dilution de I’activité, les
cristaux d’enzymes réticulé sont préparés par le contrdle des précipitations des enzymes en
microcristaux suivie d’une réticulation a 1’aide de réactifs bifonctionnels pour former une
liaison covalente forte entre les groupes d’acides aminés libre dans les molécules d’enzymes,
les CLECs sont hautement actifs, recyclables et ont une bonne stabilit¢ mécanique (J. Jegan

Roy, T. Emilia Abraham, 2006).

3.3.6.3 Les enzymes dissoutes réticulées (cross-linkeddissolved enzymes. CLEs)

Un autre type de technique d’immobilisation sans support, dans lesquelles les

protéines sont liées entre elles par un lieur bifonctionnel sous leurs formes en solution. La

12
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préparation en une étape fournit une approche pour s’attaquer aux principaux inconvénients
des CLECs et CLEAs en contournant le processus de cristallisation et agrégation

((FaezehAhrari et al, 2022).

3.3.6.4 Les enzymes réticulées séchées par pulvérisations (cross-linked spray-dried
enzymes. CLSDs)

Les systémes d’enzymes réticulées séchées par pulvérisation sont abandonnés au profit d’un
séchage par pulvérisation qui désactive de maniere réversible les enzymes (Spasojevic et al,

2019).

3.4 Procédé sol gel :

La méthode d’immobilisation par voie Sol-Gel est définie comme étant douce pour les
biomolécules, elle permet la construction du gel autour de ces biomolécules, en respectant les
facteurs de forme des macromolécules biologiques et en minimisant les contraintes stériques,
les précurseurs moléculaires du gel peuvent s’adsorber et polymériser a la surface des
biomolécules pour former un réseau inorganique, organique ou hybride autour de celles-ci, la
synthese doit étre réalisée dans des conditions chimiques adéquates pour la conservation des
propriétés enzymatiques, cette méthode permet la fabrication reproductible des matériaux bio-

inorganiques (Fennouh Souad et al, 1999).

Les matrices de gel de silice sont trés poreuses, ayant une rigidité physique, une inertie
chimique et biologique, une stabilité thermique ¢élevée et la morphologie des particules de ces
matériaux sol gel peuventétrecontrolée par leur méthode de préparation (Martin Federico

Desimone et al, 2008).

13
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Additifs:
Polymeére, Surfactant,
Stabilisateurs de protéines

Biomolécules:
Protéines, ADN, cellules /.

précurseurs

hydrolyse

R);Si(OR), ; + H,O (R):Si(OR), », * nROH

2(R)),Si(OR),y, _ SONdemsation (g sy Si(OR)yyn(OH), -O-(OH), ;(OR)y 5 1Si(R )y + H;0

n[-8i-0-si] _Polycondensation [-Si-0-8i-0-8i-O-]n + H,0

Gélation

Formation du sol-gel avec piégeage des biomolécules

mirissement
Condensation et polycondensation continue pendant plusieurs jours
accompagnées de I’évaporation du solvant et rétrécissement sol-gel

Figure 5 : Immobilisation des enzymes par le procédé sol-gel(W. Jin, J.D. Brennan, 2002)

3.4.1 Mécanisme réactionnel :

Les réactions chimiques a la base de la chimie du sol-gel sont déclenchées lorsque les
précurseurs sont mis en présence d‘eau (avec ou sans catalyseur), elles consistent en une

hydrolyse suivie d’une condensation (C. J. Brinker and G. W. Scherer, 1990) :

3.4.1.1 L’hydrolyse :

Elleseproduit grace a une attaque nucléophile de 1‘atome de silicium par 1‘atome
d‘oxygene de la molécule d‘eau, c’est a dire, la réaction d‘hydrolyse permet la transformation
suivante des groupes alcoxydes en groupes silanol (Si-OH) (C. J. Brinker and G. W.
Scherer, 1990) :

3.4.1.2 La condensation :

La réaction de condensation met en jeu les groupement silanols (Si-OH), produit des

liaisons siloxanes (Si-O-Si) ainsi que de 1’alcool (ROH) ou de I’eau (H20).

Ces réactions se poursuivent jusqu‘a la disparition des groupements OH ou OR. Dans la

plupart des situations, la condensation intervient avant la fin de I°hydrolyse. A cause de la non

14
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miscibilité des précurseurs avec 1‘eau, on a souvent recours a un solvant (généralement de

1‘alcool) afin d*homogénéiser le mélange (C. J. Brinker and G. W. Scherer, 1990).
Deux mécanismes entrent alors en concurrence : 1’alcoxolation et 1’oxolation :

3.4.1.2.1 Alcoxolation

La réaction se produit entre deux alkoxydes métalliques dont un seulement est
partiellement hydrolysé, son mécanisme réactionnel est semblable a celui de I’hydrolyse

(Trabelsi, 2011).
(OR)n-x — M(OH)x + M-(OR)n (OR)n-x — (OH)x-1 -M-O-M-(OR)n-1 + R-OH
3.4.1.2.2 Oxolation

La réaction se produit entre deux alcoxydes partiellement hydrolysés, le mécanisme
reste le méme si ce n’est que le groupe partant est une molécule d’eau (Trabelsi, 2011).

(OR)n-x-M(OH)x+(OR)n-yM-(OH)y (OR)n-x —» (OH)x-1-M-O-M-(OH)y-1(OR)n-y+H20
3.4.1.3 La transition sol-gel :

Le schéma généralement adopté pour la gélification est celui de chaines polymériques
en croissance qui s’agglomerent par condensation et forment des amas, Au cours de
I’avancement des réactions d’hydrolyse et de condensation, des amas polymériques, dont la
taille croit avec le temps, sont créés, lorsque 1’un de ces amas atteint une dimension infinie
(c’est a dire de fagon pratique la taille du récipient), la viscosité devient également infinie:

c’est le point de transition sol-gel(M.Bathat, 1992).

A partir de cet instant, I’amas infini appelé¢ « fraction gel » continue a grossir en
incorporant les groupements polymériques plus petits. Lorsque toutes les liaisons ont été

utilisées, le gel est formé (M.Bathat, 1992).

3.4.1.4 Vieillissement des gels :

La réaction qui entraine la gélification ne s’arréte pas au point de gel ; elle se poursuit,
I’ensemble de ce processus d’évolution du gel au cours du temps est appelé vieillissement, le
vieillissement du gel se traduit par des modifications physico-chimiques qui ont lieu apres la

gélification

Trois processus peuvent se produire :
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- la polymérisation (étape de renforcement du réseau grace a de nouvelles liaisons)
- le mirissement (processus de dissolution et de reprécipitation)
- la transformation de phase ou synérese

Lorsque le gel vieillit, le phénomeéne de réticulation conduit au rétrécissement du matériau

avec expulsion du solvant : on parle alors de « synérése ».

Indépendamment de la synérése, il est possible de sécher le gel, soit en conditions
atmosphériques, soit en conditions supercritiques, dans les deux cas, on obtient un réseau plus

ou moins dense sans solvant (Corriu et Anh, 2011).

3.4.1.5 Séchage des gels :

Une fois gélifié, le matériau subit le séchage di aux forces capillaires dans les pores et
ce séchage peut entrainer un rétrécissement de volume. Le procédé de séchage permettant
I’obtention du matériau sol-gel nécessite que 1’alcool ou I’eau puisse s’échapper en méme
temps que le gel se solidifie. Le procédé d’évaporation se produit grace aux trous et aux

canaux existants dans le matériau sol-gel poreux (Trabelsi, 2011).
Plusieurs traitements de ces solides sont possibles, tels que :

3.4.1.5.1 Séchage évaporatif

Le séchage a I’air libre entraine 1I’évaporation du solvant et on obtient un gel dont la
forme finale contient peu ou pas de milieu de dispersion utilis¢. C’est un matériau peu poreux,

voire dense appelé « xérogel » (Trabelsi, 2011).

3.4.1.5.2 Séchage supercritique

L’extraction du solvant se fait en contournant son point critique pour aboutir a un
solide trés poreux formée a partir d’un gel dans lequel le liquide est remplacé par un gaz,

appelé « aérogel » (Trabelsi, 2011).
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3.4.2 Parametres influencant la cinétique sol-gel :

3.4.2.1 La température

C’est le premier parameétre a considérer, du fait qu’elle intervient dans toute réaction
chimique. Dans le cas du procédé sol-gel, elle a une influence sur les vitesses d’hydrolyse et

de condensation d¢s la préparation du sol (G.W. Sherer, J. Am. Ceram, 1990).

3.4.2.2 Influence du pH

En effet, les ions H30 + et OH- n’ont pas la méme influence sur les deux types de
réaction : le cation H30 +, attiré par 1’oxygene, facilite la substitution des groupes OR par
OH- (hydrolyse), tandis que 1’anion OH-, attiré par le métal M électronégatif, privilégie la
formation de liaison M-O-M (condensation), en résum¢, on peut dire qu’un milieu acide
favorise I’hydrolyse et conduit a la formation d’amas longitudinaux, alors qu’un milieu
basique accélére la condensation et méne a des amas caractérisés par une forme sphérique, la
catalyse agit donc directement sur la forme du matériau élaboré, ce facteur interviendra
¢galement de facon importante sur la porosit¢é du matériau final, ce qui conditionnera

partiellement les propriétés physiques(G.W. Sherer, J. Am. Ceram, 1990).

3.4.2.3 Le choix de I’alkoxyde et de sa concentration

Ce choix se fait en fonction de la réactivité de 1’alkoxyde et du type d’échantillon que
I’on veut ¢élaborer. Quant a la concentration dans le sol, elle est surtout importante lors de la
condensation, en effet, plus elle est faible, plus les molécules aptes a se lier sont éloignées les

unes des autres, ce qui retarde les réactions (G.W. Sherer, J. Am. Ceram, 1990)..

3.4.2.4 Le solvant

Les alkoxydes ne sont pas miscibles dans I’eau, par conséquent, il est nécessaire de
mélanger les précurseurs, 1’eau et éventuellement le catalyseur, dans un solvant commun. Il
est alors préférable d’utiliser 1’alcool correspondant au ligand — OR de 1’alkoxyde, ceci afin
d’éviter d’éventuelles réactions entres les différents composants du mélange susceptible de
modifier les cinétiques de réactions, le sol de départ est donc généralement une solution

alcoolique. (G.W. Sherer, J. Am. Ceram, 1990).

3.4.3 Avantages de procédé sol-gel :

» Amélioration de la stabilité des enzymes
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3.4.4

Une rétention d’activité ¢levée (Lin Xue et al, 2021).

Une bonne biocompatibilité.

Une surface spécifique élevée.

La silice utilisée présente une affinité d’adsorption exceptionnelle (Hong-Zhi Ma et
al, 2016).

Excellente homogénéité due a la dispersion des précurseurs en solution.

Controle facile de 1’épaisseur et une capacité a produire des revétements de formes
complexe (Hamd, 2009).

Résistance aux attaques microbiennes (Hamdan, 2009).

Inconvénients de procédé sol-gel :

Dénaturation de 1’enzyme pendant le processus de condensation et séchage.

L’entrave de I’activité catalytique de I’enzyme a cause de la diffusion lente des
molécules de substrat de I’enzyme au sein de la matrice sol gel (Hong-Zhi Ma et al,
2016).

Cot des précurseurs alcoxydes élevé

Maitrise délicate du procédé et temps de processus longs (Aksas, 2011).
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Matériels et méthodes

1 Matériels et méthodes :
1.1 Matériels

Dans cette partie, sont décrits le matériel, les produits utilisés,
et les étapes suivis pour procéder a I’extraction, caractérisation et
immobilisation de la pepsine de volaille.

1.1.1 Verrerie et appareils :

- Les mesures ont été faites a I’aide de micropipette, les solutions sont mises dans des
béchers, Erlenmeyer, Eppendorf de 2mL, tube a centrifuger de 12mL.

- Les matrices sont versées dans des boites de Pétri stériles d’un
diamétre de 6 cm.

- Le pesage a été fait a L’aide d’une balance de marque KERN
EWIJ.

- Le broyage a ét¢é fait avec un hachoir ménager a couteaux.

- L’agitation a ¢été faite dans d’un agitateur de marque VELP
Scientifica.

- L’incubation des échantillons a été faite dans un bain marie de
marque DAIHAN Scientific.

- L’absorbance a été mesurée a 1’aide d’un spectrophotometre de marque BIOTECH
ENGINEERING MANAGEMENT CO.LTD.(UK).

- La centrifugation a été réalisée avec une centrifugeuse a froid de marque Centurion
Scientific.
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1.1.2

Produits chimiques :

Les produits utilisés lors de la préparation des solutions et des matrices de silice sont

obtenus chez SIGMA-ALDRICH

1.1.3

Chlorure de sodium (NaCl)
Bicarbonate de soude (NaHCO3).
Albumine sérum bovin (BSA)

La caséine

Acide chlorhydrique (HCI).
Hydroxyde de sodium (NaOH).

Solution de Bradford qui sera composée de (L’acide sulfurique, bleu de Coomassie —
250, Méthanol).

Acide trichloroacétique (TCA).

Orthosilicate de tétraéthyle (TEOS).

Ethanol.

Matieres premiéres :

e Les proventricules de poulet : ont ¢té¢ récupérés a 1’abattoir «Menad Mouhouy situé¢ a

Taharacht, Rafour commune M’Chadallah wilaya de Bouira.

o Lelait de vache : a été récolté a la ferme «Saidani» située a Boudjellil, Tazmalt wilaya de

Bejaia.

1.2 Méthode

1.2.1

I’aide d’un hachoir, et on a prépare le tampon de
macération composé de (30g de Nacl et 7g de NaHCO3)
qu’on a dissout dans 1L d’eau distillé¢ (Bohak, (1970)

Extraction de la pepsine a partir de proventricules de poulet :

Afin de procéder a I’extraction de la pepsine, on a haché 100g de proventricules a
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Dans 300 mL du tampon de macération on met
100g de proventricules hachés, et on laisse macérer

pendant 3h sous agitation.
Apres macération on filtre a I’aide d’une compresse.

Les pepsinogene récupérés sont ensuite activé par I’ajoute

d’une solution d’HCL 3N (24.87Ml dilué¢ dans 100ml

d’eau distill¢) jusqu’a I’obtention d’un pH = 02.

On laisse reposer pendant 15minutes a température ambiante puis on centrifuge
pendant 30minutes dans une centrifugeuse a froid d’une vitesse de 3200 t/nm, on récupere le
surnageant clarifié¢ et on ajuste le pH a 6,4 par une solution de NaOH 3N (12g dilué¢ dans
100ml d’eau distill¢).

La solution enzymatique est répartie en petite quantité puis congelé a -18°C.

1.2.2 Caractérisation de I’extrait enzymatique :

1.2.2.1 Etude de Pactivité coagulante :

Principe : D’activité¢ coagulante est déterminée selon la méthode de Berridge (1945), en
mesurant le temps de floculation correspondant a l’intervalle entre I’ajout de 1’extrait
enzymatique et 1’apparition des premiers flocons (Benyahia A, et a/ 2013). La technique
consiste a ajoutée Iml d’extrait coagulant brut a 10ml de substrat puis a noter le temps de

coagulation a 30°C (Siboukeur, et al 2005).
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Une unité d’activité enzymatique ou unité de présure (UP) correspond selon la formule de
Berridge, au nombre d’unités de poids ou de volumes de lait qui peuvent étre coagulés par

Iml de préparation coagulante en 100 secondes et a 30°C (Siboukeur, et al 2005).

_10><V
_TCXQ

Ou:

UP = unité de présure.

V = volume de substrat standard utilisé.

Q = volume d’extrait coagulant.

Tc = temps de coagulation (temps de floculation).

Mode opératoire : On met un bécher contenant SmL de lait de vache dans un bain marie
réglé a 35°C puis on ajoute 0,5mL de I’extrait enzymatique, on incline légeérement le bécher
tout en appliquant un mouvement d’agitation manuelle, on mesure par la suite le temps de

coagulation (Siboukeur, et al 2005)

1.2.2.2 La force de coagulation :

Principe : L’activité coagulante s’exprime également par la force de coagulation (F). Donnée
en unit¢ de soxhelt (US), et correspond au nombre de volume de lait qu'un volume de
préparation enzymatique peut coaguler en 40minutes (2400sec) a 35°C, pH 6,4 du substrat
(lait).

Elle est calculée selon I’équation suivante :

_2400><V
 Txv

Ou:

F : Force de I’enzyme (Soxhelt).

V : volume de lait (ph 6,4, T°: 35°C).

v : volume de I’extrait enzymatique.

T : temps de coagulation en secondes (2400 : 40x60 secondes) (Siboukeur, et al 2005).
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Mode opératoire :on refait le protocole de ’activité coagulante sauf que les béchers sont
maintenus pendant 30minutes a 35°C au bain marie pour la stabilisation du lait. La force de
coagulation correspond a ’intervalle entre I’ajout de I’extrait enzymatique et la formation de

gel (coagulation du lait).

1.2.2.3 Etude de P’activité protéolytique :

Principe : ’activité protéolytique de notre extrait enzymatique est mesurée selon la méthode
de Green et Stackpoole , (1975) elle permet d’évaluer la vitesse de dégradation de la casé€ine

par les enzymes lors de la réaction primaire.

L’activité a été¢ déterminée en mesurant la concentration d’hydrolysat de caséine soluble dans

I’acide trichloracétique (TCA) a une concentration finale de 12%.

La réaction enzymatique a été arrétée par 1’ajout de TCA, suivi dune centrifugation pour

sépare le précipité de caséine et I’hydrolysat soluble (Green M.L, et Stackpoole A (1975).

Mode opératoire : Avant d’entamer 1’activité protéolytique, tout d’abord on procedea la

dilution de la caséine et la TCA.

Pour la TCA, on dissout 10g dans de I’eau distillé puis on compléte le volume jusqu’a
100mL. Pour la caséine, on prépare 1g et on ajoute de 1’eau distillé jusqu’a 100mL a un pH =

07. Apres avoir fini les dilutions.

Dans un bécher, on prend 1,5uL de la solution de caséine et on ajoute 150ul de I’extrait
enzymatique, on I’incube a 37°C pendant 20minutes, par la suite on ajoute la TCA et on laisse

le mélange reposer a température ambiante pendant 10 minutes.

La solution est centrifugé a une force centrifuge de 3200g pendant 10minutes, le surnageant

récupéré (1mL) sera utilisé pour la suite des études.

1.2.2.4 Teneur en protéines :

Principe : Les protéines ont été quantifiées selon la méthode de Bradford qui est basée sur le
changement d’absorbance observé lorsqu’une solution acide de colorant Coomassie Brillant

Blue (G-250) est ajoutée a une solution de protéines (Bonjoch, et al 2001).

Mode opératoire : on prépare les dilutions de 1’extrait enzymatique et la BSA :
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Pour I’extrait enzymatique :

Les dilutions de I’extrait enzymatique BSA

Solution (A) | Solution (B) Solution (C) Solution Solution mére
stock

Iml 2ml de la|Iml de 1a|[0,05 g de|03 ml de Ila

d’enzyme solution (A) solution (B) BSA solution de stock

9ml  d’eau | 8ml d’eau | 9ml d’eau | 25ml d’eau | En compleéte

distillé distillé distillé distillé jusqu'a 30 ml

Les dilution a partir de la solution mére :

0,02 (SM) 0,015 0,01 0,005 0
0,3ml de la| 7,5ml SmL (SM) | 2,5mL OmL
solution stock | (SM) (SM)

29,7 d’eau | 2,5 mL | SmL d’eau | 7,5mL L’eau

distillé d’eau distillé d’eau distillé

distillé distillé
1 ml de Bradford

On mesure ’absorbance a 592 nm
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Figure 06 : Courbe ¢talon obtenue avec BSA

1.2.2.5 Détermination des conditions optimales d’activité de I’extrait enzymatique :
1.2.2.5.1 pH optimale :

Le pH a une forte influence sur ’activité enzymatique et par conséquent sur le temps de

floculation du lait (Huppertz T, et al (2006).

On prépare plusieurs bécher contenant environs 20 mL de lait de vache, et on ajuste leurs pH
as5;55;6;65; 7 par addition de HCI et NaOH (IN) puis on mesure leurs activités

coagulante, la valeur final correspond a la moyenne de 3 essais.

1.2.2.5.2 Température optimale :

On prépare plusieurs bécher contenant 5 mL de lait de vache qu’on a différentes
températures allant de 30°C jusqu’a 80°C (30 ; 40 ; 50; 60 ; 70 ; 80) et on mesure 1’activité

coagulante a chaque température, la valeur final correspond a la moyenne de 3essais.
1.2.3 Immobilisation de la pepsine :

Pour notre étude, on va utiliser le procédé sol-gel.

1.2.3.1 Préparation du gel de silice :

® On préleve un volume de TEOS
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® On ajoute de I’éthanol avec un rapport volumique de [1 : 3] et on laisse le mélange

sous agitation pendant 10minutes.
® On rajoute de I’eau distillé pour déclencher I’étape d’hydrolyse.

® On additionne au mélange quelques gouttes de HCL afin de lancer la condensation et

la gélification.

e On verse la solution dans des boites de pétris stériles, et on les laisses sécher.

Apres 24heures on obtient la silice :

1.2.3.2 Préparation de gel contenant la pepsine :

Nous avons procédé de la méme maniere que pour la préparation de la silice sauf que

cette fois on remplace I’eau distillé par notre extrait enzymatique (la pepsine).

1.2.3.3 Caractérisation de la pepsine immobilisée :

On prend le monolithe contenant I’enzyme immobilisée, on le rince 3fois avec de I’eau
distillé, puis on le met dans un bécher et on ajoute environs 20 ml de lait de vache et on a

incubé a 37°C, pH 6,4

1.2.3.4 Préparation de gel contenant le pepsinogene non actif :

On refait le méme protocole expérimental de la préparation de gel de silice et on

remplace 1’eau distillé par le pepsinogene.

1.2.3.5 Caractérisation du pepsinogéne immobilisé :

On prend le monolithe contenant le pepsinogéne immobilis¢, on le rince environs
«3fois avec de I’eau distillé, puis on le met dans un bécher et on ajoute 20mL de lait de vache

et on mesure son activité coagulante a 37°C.
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1 Résultats et discutions

1.1 Extraction de la pepsine de poulet

1.1.1 Rendement de I’extraction

Le rendement d’extraction exprimé en unité d’activité coagulante par 100g de
proventricule de poulet est égale a 700 rendement correspond a I’activité enzymatique du
volume total de I’extrait de pepsine de poulet clarifier obtenu aprés macération dans 300 mL

de solution d’extraction.
1.2 Caractéristique de I’extrait de la pepsine de poulet :

L’extrait brut de pepsine de poulet obtenu apres extraction est caractéris¢ par 1’activité

coagulante, la force coagulante, I’effet du pH et I’effet de la température.

1.2.1 pH de Pextrait brut de la pepsine :

Le pH obtenu apres extraction est de 8,3, selon Alamargot, (1982), I’extrait brut issu
de proventricules de poulet est de pH 8,5+ 0,1.Le résultat obtenu donne un pH de 8,64 pour
I’extrait brut non actif (pepsinogéne), ce résultat accorde avec nos résultats.

En effet, Tavareset al., (1997) ont déterminé un intervalle d’ajustement de pH des
extraits enzymatiques de 'ordre de 6 a 6,9, cette valeur correspond notamment a notre

ajustement du pH de pepsine a 6,4 apres une activation en pepsine a pH =2.

1.2.2 La teneur en protéines

La teneur en protéines de I’extrait clarifi¢ de pepsine de poulet obtenu est de 21,32
mg/ml.

Ce résultat est supérieur a celui obtenu par Adoui, (2007) qui est de 8,77 mg/ml et largement

inférieur a celui obtenu par Nouani et al.,(2011) ayant une valeur de 147,3 mg/ml.
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1.2.3 Résultats de P’activité et la force coagulante des déférents extraits enzymatiques :

Tableau 4 : résume les résultats de I’activité et la force coagulante obtenues pour I’extrait de
la pepsine de poulet.

Enzyme libre | Enzyme Enzyme
immobilisée immobilisée

non activée
(pepsinogene)

L’activité 2,5 0,30 0,24

coagulante (UP)

La force | 369,23 50 44,44

coagulante

L’activité coagulante est de 2,5 UP pour I’enzyme libre, 0,30 UP pour I’enzyme
immobilisée et 0,24 UP pour le pepsinogene.

L’extrait clarifié de la pepsine de poulet a une activité coagulante de 2,5 U.P. Cette
activité est inferieur aux activités obtenues par Nouanief al., (2011) évalué a 13,33 U.P, par
Adoui, (2007) qui est de 15,08 U.P. et Paez De Leonet al., (1995) qui ont obtenu 5,52 U.P. et
supérieure a celle Boughellout, (2007) estimé a 2,42 U.P.

On remarque une diminution 1’activité¢ de I’enzyme libre active immobilisée de 100%
jusqu'a 12%, ce qui signifie que I’'immobilisation a une influence sur I’activité enzymatique,
la diminution est peu étre du a la variation de la température, ou bien a ’auto-dégradation de
I’enzyme suite a son interaction avec le HCI,. Une autre hypothése s’impose dans se cas pour
expliquer la diminution de I’activité est I’effet de support sur I’enzyme ainsi que la dimension
des ports de I’enzyme (dans le cas de caséine qui un substrat de grand poids moléculaire
I’acces a ’enzyme peut étre affecte pour la taille de substrat).

L’activité enzymatique du pepsinogene est de 0%, aprés immobilisation on a eu 0,24
UP.

L’immobilisation nous a permis d’avoir presque le méme résultat que 1’enzyme libre
apreés immobilisation, et cela signifie que I’HCI a une action sur le pepsinogene.

En ce qui concerne la force coagulante les résultats varient de 369,23 pour I’enzyme
libre, 50 pour I’enzymeimmobilisée et 44,44 pour le pepsinogene,

En termes de force coagulante 1’extrait de la pepsine que nous avons obtenue a une
force de 1/369,23. Ce résultat est inferieur a celui obtenu par Nouani ef al, (2011) évalué a

1/3200 et par Adoui, (2007) estimé a 1/2579.
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Donc, notre étude on a constaté que 1’enzyme immobilisée peut étre réutilisée car il
garde une partie de son activité, mais aussi que le HCl présent dans le protocole

d’immobilisation favorise 1’activation de la pepsine qui est une enzyme gastrique acide.

1.2.4 Conditions optimales de coagulation

Plusieurs facteurs influencent la coagulation telle que la concentration en enzymes, le

pH du lait (JEANTET et al., 2008).

Dans le but de déterminer les conditions physico-chimiques optimales pour 1’action de
I’extrait de la pepsine de poulet, nous avons essay¢ de voir I’influence de certains parametres

sur leur activité coagulante.

1.2.4.1 Effetde pH

L’effet du pH sur I’activité coagulante de 1’extrait de la pepsine volaille, a été étudié
en ajustant le pH du lait (substrat de Berridge) aux valeurs de l’intervalle 5 & 7. La
température d’incubation est fixée a 35 °C.

Le pH optimal de coagulation du lait est déterminé par observation du temps de floculation le
plus court. La figure 17 donne I’évolution de I’activité coagulante des extraits enzymatiques

¢tudiés en fonction du pH du lait.
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Figure 6 : Effet du pH du lait sur I’activité coagulante de I’extrait de pepsine volaille.
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Les résultats présentés par la figure 17 indiquent un effet synergique, c’est a dire une
diminution de I’activité coagulante des deux préparations enzymatiques au fur et & mesure que
le pH du lait augmente,

En effet, I’optimum d’activité est a pH 5,0 avec une activité coagulante de 40 U.P.
Cetteactivité passe a 17,85 U.P. a pH 6,0 pour se stabiliser a 11,76 U.P. a ph 7, pour la
pepsine de volaille.

.Adoui, (2007) rapporte que la pepsine de poulet est d’autant plus active que le pH est bas.

D’apres ces résultats nous constatons que le pH joue un role trés important, en effet

I’extrait ¢tudié montre un caractere acide (I’optimum d’activité a pH 5).

1.2.4.2 Effet de la température

L’effet de la température du lait sur 1’activité coagulante de 1’extrait enzymatique étudié
est déterminé par la mesure de 1’activité coagulante a différentes températures d’incubation

(de 30 4 80°C).
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Figure 7 : Effet de la température du lait sur ’activité coagulante de la pepsine volaille.

Nous avons constaté une différence de comportement del’extrait enzymatique suivant les
températures étudiées.
L’activité optimale est enregistrée a des températures du lait égales a 50°C et 60°C avec 6,25
U.P. et 6,66 U.P. respectivement, au-dela de ces températures nous avons constaté une baisse

d’activité. Les résultats obtenus pour la pepsine sont proches de ceux donnés par Adoui
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(2007) évalué a 55°C et supérieurs aux résultats obtenus par Nouaniet al., (2011) estimé a
40°C.

L’activité de I’extrait de pepsine diminue au-dela de 55°C. Selon Adoui (2007) la pepsine est

inactivée aux températures dépassant 65°C. Nouaniet al., (2011) ont signalé que la pepsine de

poulet est totalement inactivée a 55°C, ce qui confirme nos résultats.
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Conclusion et perspectives

Conclusion :

Ce travail est porté sur I’extraction de la pepsine a partir de proventricules de poulet et
I’étude de ces propriétés coagulantes 1’immobilisation de la pepsine afin de connaitre la
possibilité de leur valorisation dans la coagulation de lait. Pour atteindre cet objectif, nous
avons été¢ emmen¢ a réaliser I’extraction de la pepsine de poulet a partir du proventricule et de
caractériser 1’extrait enzymatique obtenu.

En premicre étape, et a partir d’un protocole d’extraction approprié, nous avons obtenu
un extrait brut. Cette préparation enzymatique a été caractérisée ensuite, par la mesure du
temps de floculation, 1’activité enzymatique ou UP (unité pepsine), la force, I’effet de la
température, 1’effet du Ph.

En deuxiéme étape, nous avons procédé a I’immobilisation par la méthode sol gel avec
I’enzyme active et non active (pepsinogene) et on a mesuré le temps de floculation et la force
coagulante.

L’extraction nous a permis d’avoir des extraits enzymatiques de pepsine de poulet
immobilisée et non immobilisé dont les caractéristiques sont respectivement les suivantes :

Une activité coagulante de 2,5 U.P, une force coagulante de 1/369,23 pour 1’enzyme
libre et enzyme immobilisée une activité coagulante égale 0,30 U.P et une force coagulante
1/50, et en fin pour le pepsinogéne une activité coagulante 0,24 U.P et une force coagulante
1/44.,44.

On remarque I’enzyme libre a une activité et force coagulante supérieur a ’enzyme
immobilisée, et entre enzyme activé supérieur a celle de la pepsinogene.

On constats, ’immobilisation joue un réle important dans la coagulante du lait, il
ralenti la coagulation.

Pour conclure, nous pouvons dire que les résultats obtenus semblent intéressants
d’autant qu’ils montrent que I’immobilisation ralentie le temps de floculation mais 1’enzyme
reste toujours active, mais aussi que le HCL utilisée au cours du protocole d’immobilisation
active le pepsinogene.

Cependant il est intéressant de poursuivre ce travail par :

- Optimisation du pH et la température pendant la mesure.

- Caractérisation de I’enzyme de la pepsine apres immobilisation.
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Résumeé :

Notre étude s’est porté sur I’extraction, la caractérisation et I’immobilisation de la pepsine de

poulet en employant le procéder sol-gels.

Pour atteindre notre objectif on a entamé 1’extraction de la pepsine a partir des proventricules
de poulet, ensuite sa caractérisation par 1’é¢tude de son activité coagulante, sa force
coagulante, et ces conditions optimales de température et de Ph. Puis on a procédé a I’étude

de I’activité enzymatique de 1’extrait de pepsine actif et non actif aprés immobilisation.

Les résultats obtenus ont démontré une diminution de 1’activité enzymatique de la pepsine
active de 88%, mais aussi I’apparition d’une certaine activité du pepsinogéne qui est de 0,24
UP qui est di a I’influence du HCI provenant du protocole sol-gel sur le pepsinogéne non

actif.

Mots clés : La pepsine de poulet, coagulante, immobilisation, sol-gel.

Abstract:

Our study focused on the extraction, characterization and immobilization of chicken

pepsinusing the sol-gel process.

To achieve our objective, we began the extraction of pepsin from chicken proventriculi, then
its characterization by studying its coagulant activity, its coagulant strength, and these optimal
temperature and pH conditions. Then we proceeded to study the enzymatic activity of active
and non-active pepsin extract after immobilization.

The results obtained demonstrated a decrease in the enzymatic activity of active pepsin by
88%, but also the appearance of some pepsinogene activity which is 0.24 UP which is the

influence of HCI from the protocol sol-gel on non-active pepsinogen.

Keywords : Chicken pepsin, coagulant, immobilization, sol-gel.




