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Introduction

La vie repose sur une série de réactions chimiques soigneusement orchestrées basées
sur des catalyseurs que nous appelons maintenant des enzymes qui accélérent
considérablement ces réactions chimiques. La capacite catalytique des enzymes facilite les
processus vitaux dans presque toutes les formes de vie, des virus aux humains (Copeland,
2004).

En fait, certains organismes, a l'aide d'enzymes, peuvent dégrader des composés dans
I'environnement, cette propriété peut étre utilisée dans certaines industries dans différents

domaines, et a également une utilisation trés importante dans l'industrie alimentaire.

Nous rencontrons des enzymes dans tous les aspects de la biologie et nous devons
admirer leur travail délicat. Les enzymes protéolytiques sont d'excellents modeéles et des
exemples précoces de compréhension de la structure et de la fonction des protéines, ceux-ci
comprennent des enzymes telles que le lysozyme du blanc d'ceuf, la ribonucléase A (RNase
A) du pancréas bovin et la chymotrypsine, la pepsine... Certaines de ces enzymes ont été
rencontrées lors de I'étude du processus digestif. La sélectivité des proteases a eté développée
et elles ont eté utilisées comme réactifs utiles pour le clivage et I'étude de la structure des

proteines. (Kornberg, 1987).

Alors que l'utilisation de ces derniers est limitée par leurs propriétés biologiques, leur
disponibilité, leur prix élevé et les parametres environnementaux ou le processus par lequel ils

sont utilisés (Han et al.,2015).

La pepsine est utilisée comme agent biochimique et trouve diverses applications dans
différents domaines (médecine, alimentation, environnement, etc.), sa demande augmente de
jour en jour, mais son processus de fabrication couteux, son utilisation limitéepar son
instabilité due a la dénaturation, la désactivation et l'autolyse font que ce biocatalyseur est
relativement peu utilisé, pour pallier a ces lacunes, plusieurs méthodes d'immobilisation ont

été développées (Zhai et Sun, 2014).

La pepsine a été immobilisée dans différentes matrices par diverses méthodes, telles
que le polyéthyléne (Meridor et Gedanken, 2014), la silice-chitosane(Cahyamingrem et Sianita,

2014), les poly méthacrylates (Han et al., 2015) et le gel de silice activé (Szalapata et al .,2016).

Dans cette étude, nous avons immobilisé la pepsine dans une matrice de silice

synthétisée par une méthode sol-gel.
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La technique d'immobilisation sol-gel est largement utilisée pour fabriquer des
immobilisas bioactifs qui implique le piégeage de protéines fonctionnellement actives dans
des matrices obtenues a partir d'alcoxydes métalliques par polymérisation, hydrolyse et

condensation qui forme une structure de gel poreux.

Ces derniéres années, I'encapsulation dans des biomatériaux a fait I'objet de nombreux
excellents articles de synthese (Péter et al., 2005) car c'est une méthode de mise en ceuvre
simple, peu codteuse et qui permet de travailler a des températures bien plus basses qui

favorise I’activité enzymatique (Livage, 2000).

Il est connu depuis longtemps que ’homme a utilisé plusieurs méthodes pour faire cailler le
lait de ses chevres, brebis et ses vaches dans le but de le conserver, dont ’enzyme coagulante

¢tait juste d’origine végétale ou animal.

Dans notre travail nous avons souligné une problématique autour de I’extraction et la
caractérisation d’une protéase coagulante du lait dénommée la pepsine ovine, issue des
caillettes d’ovins adultes, en suite on a étudié la possibilité de son immobilisation dans une

matrice de silice élaborer par la voie sol-gel.
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Chapitre I Etude bibliographique

I.1. Généralité sur les enzymes

|.1.1. Définition d’une enzyme :

Les enzymes sont des macromolécules de nature protéique et des catalyseurs
biologiques des organismes vivants (Donald et Judith, 1998). Une partie importante des
enzymes est le site actif, C'est au niveau de ce site qui est généralement sous la forme d'une
cavité que se fixe le substrat qui pourra alors étre soumis a l'action de l'enzyme afin de le

transformer en produit (Pelmont, 1995).

Les enzymes sont responsables de la dégradation de molécules complexes en
molécules plus facilement assimilables (Meunier, 1999). lIs sont a la fois spécifiques au type
de réaction catalytique et a un seul substrat ou un petit ensemble de substrats fortement liés
(Granner, 2008).

L'une des propriétés les plus pertinentes et les plus intéressantes des enzymes est leur
spécificité. Certaines enzymes sont absolument spécifiques, cela signifie que ces enzymes ne

catalysent gu'une seule réponse spéciale. D'autres enzymes par contre peuvent catalyser

plusieurs liaisons chimiques différentes (Jaeger et Eggert,2004).

Figure 01 —(Structure tridimensionnelle de deux enzymes trés largement utilisées dans les industries
alimentaires (a) I'alpha amylase de Bacillus licheniformis (b) la chymosine de veau (Bos
taurus) (Groves et al.,1998).
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1.1. 2. Structure des enzymes :

Les chaines polyamides des enzymes sont disposées dans une structure
tridimensionnelle. Des groupes hydrophiles polaires tels que -CO2H (acide aspartique et acide
glutamique), -OH (sérine, thréonine), NH2 (lysine, arginine), -SH (cystéine) et CONH2
(glutamine et asparagine) sont situés sur la surface externe de I’enzyme, d'autre part, des
substituants hydrophobes tels que les chaines alkyle (valine, leucine et isoleucine) et les
chaines aryle (phénylalanine) acide, tyrosine et tryptophane) sont situés a l'intérieur de la
protéine. La surface de I'enzyme est recouverte d'un film d'eau, cette eau constitue 5 a 10 %
du poids sec total des enzymes lyophilisées dites « eau structurée » (R. Cooke et al .,1974),

elleest nécessaire au maintien de l'activité enzymatique.

La structure de I'enzyme est stabilisée par la liaison hydrogene et les interactions de
van der Waals(C. Tanford ,1961) et (G. E. Schulz et al. ,1979).

1.1.3. Nomenclature et classification des enzymes :

Les enzymes sont souvent nommées d'apres les réactions qu'elles effectuent,
généralement, le suffixe "ase™ est ajoutée au nom du substrat ou type de réaction, les
exceptions a cette regle sont certaines enzymes initialement étudiées telles que la pepsine, la
chymosine et la trypsine, I’Union internationale de biochimie (UIB), a suggéré que le nom de

I'enzyme indique les substrats appliqués et le type de réactions catalysées (Fabiano, 2002).

La classification la plus utilisée est la classification EC qui signifie « Enzyme
Comité», son but est de combiner différentes réactions qui peuvent catalysees une enzyme, le
systéme de nomenclature de cette classification est numérique, chaque numéro CE (sous la
forme A.B.C.D) est associé au nom propose de I'enzyme correspondant, les nombres A, B, C
et D représentent chacun une caractéristique de I’enzyme qui permet sa reconnaissance, le
premier chiffre indique le type de réaction catalyse, le second est le substrat général impliqué
dans le processus de réaction, et le troisieme est le substrat en référence, le quatrieme est le

numéro de séquence de I'enzyme(Garret, 2014).
On dénombre différents types de la réaction catalytique:(Jarrar, 2011)
= EC 1 oxydoréductase : catalyse les réactions redox.

= EC 2 transférases: transfére un groupe fonctionnel (par exemple un groupe méthyle

ou phosphate).

= EC 3 hydrolases : catalyse I'nydrolyse de diverses liaisons.
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= EC 4 Lyases : Rompt diverses liaisons par des procédés autres que I'hydrolyse et

oxydation.

= EC 5 isomérases : catalyser les reactions d'isomérisation de maniere simple

(moléculaire).
= EC 6 Ligases : Deux molécules sont liées par des liaisons covalentes.

1.1.4. Catalyse des enzymes :

Les enzymes agissent sur des molécules spécifiques appelés substrats, pour produire
des produits de réaction donnés, ceux-ci implique des propriétés chimiques spécifiques du
substrat donnent aux enzymes la capacité d'effectuer les transformations (Bender et al.,
1984).

Les enzymes donc sont des molécules chimiquement réactives qui agissent sur le
substrat, par le billet d'acides aminés naturels qui composent leurs sites actifs ,la disposition
de ces acides aminés détermine la topologie de la stéréochimie, I'hydrophobicité et les
propriétés électrostatiques du site actif, ces propriétés définissent quelles molécules peuvent

se lier au site actif et catalyser I’activité en question (Bataille,2018).

Lorsqu'une protéine et un ligand (substrat) se lient pour former un complexe binaire, le
complexe devrait aboutir a un systéme qui est significativement stable, la stabilisation des
interactions protéine-ligand est formée de : liaison hydrogene, forces hydrophobes,

interactions de van der Waals, interactions électrostatiques, etc. (Wiley-VCH ,2000).

La formation du complexe binaire enzyme-substrat n'est que la premiere étape du
processus de transformation appelé Complexe ES ou Michaelis, qui sera suivi de plusieurs
réactions chimiques. A la fin de la catalyse, le produit (EP) est finalement dissocié pour
libérer la molécule de produit pour reformer I'enzyme libre préte pour une nouvelle
catalyse (Wiley-VCH ,2000).

AGEs Keat

ES ——— E + P
Kg AGycy

kcat/ KS
S =——= ES&*

E, = AGggt

Figure 02: Schéma représentant la catalyse enzymatique (Wiley-VCH, 2000).
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4-1 Facteurs influencent sur I’activité enzymatique :

Les facteurs qui influencent I’activité enzymatique sont liés & 1’environnement

réactionnel tel I’action des agents physiques comme pH, température, force ionique ...
a-pH : L’effet de pH est d{ a trois actions indépendantes :

= un effet de dégradation irréversible dénaturation de ’enzyme aux PH extrémes, causé

par des modifications de la structure spatiale de I’enzyme.
= Un effet sur I’état d’ionisation du substrat.

= Un effet sur I’état d’ionisation de I’enzyme : la variation d’activité en fonction du PH
est liée a la variation de 1’état d’ionisation d’un nombre restreint de groupe dissociable

de la protéine enzymatique (Penasse, 1991).

b-Température :

Il est toutefois important de préciser I'importance de I’effet de la température sur
I’activité enzymatique car cette derniére peut provoquer sa dénaturation. Pour cela 1’activité
de ’enzyme augmente avec I’augmentation de la température jusqu’a un certain seuil et la
température de dénaturation peut varier, mais seules quelgques exceptions s’¢éloignent vraiment

de la gamme 40 - 60 °C (température de la dénaturation) (Robert et Whitehurs, 2010).

1.1.5. Domaines d’application des enzymes :
Les enzymes sont des macromolécules de nature protéique qui peuvent étre utilisées
dans plusieurs procédés industriels que ce soit dans la chimie fine, I’industrie pharmaceutique,

ou I’industrie alimentaire ...(Danson et Hough,1998)et(Schiraldi et Rosa ,2002).

sont utilisés dans la transformation de produit tel que les produit laitiers, les boissons,
les produits de boulangerie et plusieurs d’autres produits, comme on peut aussi les utiliser au
tant que additifs alimentaires dans le but d’améliorer les propriétés organoleptiques des

aliments tels que la libération des ardbmes (MKademiet al., 2001).

Certains enzymes ont un réle important dans le secteur de la santé comme ceux utilisé

pour améliorer la digestion de certains aliments.
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Grace aux développements technologiques, il est désormais possible de développer
directement des enzymes qui s’adaptent aux besoins industriels telles que : les cosmétiques, le

papier, le cuir et les détergents... (M Kademietal., 2001).
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1.2. Généralité sur la pepsine

1.2.1. Définition :

La pepsine(EC 3.4.23.1)est une protéase aspartique(F.S. Mohseni-Shahrietal.,2018),
une enzyme digestive essentielle responsable de la plupart des activités digestives dans
I'estomac (Goleet al., 2000 ), dont le rdle principal consiste a convertir les protéines
alimentaires en peptides digestibles plus petites(J.S. Frutonet al., 2002).Elle a été la premiére

enzyme animale découverte par Theodor Schwann en 1836 (O.C. Aszmannet al., 2000)

Le pH optimal de la pepsine se situe entre 1,8 et 4,4, et elle est inactivée par le
bicarbonate alcalin du suc pancréatique (Raisonnier, 2004).11 est thermosensible en solution a
55°C et totalement dénaturé au-dessus de 70°C(Gour Soud, 1999).

1.2.2. Origine :

La pepsine est I'une des trois principales enzymes protéolytiques du systeme digestif,
la concentration dans le suc gastrique est de 400 mg/L. La pepsine est produite sous une
forme inactive (pepsinogene) dans la paroi de lI'estomac converti en sa forme active (pepsine)
par HCI de I’estomac (G.D. Altunet al.,2007).Le pepsinogéne est une molécule a deux lobes
(terminaux N et C) qui est stable a pH alcalin. Cependant, lorsque le pH descend en dessous
de 5, le N-terminala été éliminé, libérant de la pepsine active avec des poids moléculaires
compris entre 34 et 37 kDa (Morellon-Sterling et al., 2022)et (A. Bougatefet al.,2008).

Il a éte rapporté que le comportement de cette enzyme dans les milieux acides est
soutenu par un groupe phosphore lié de maniere covalente a Ser68. 1l en résulte que la pepsine
a une charge nette négative méme a pH acide (A.R. Sieleckiet al.,1995),c'est pourquoi cette
enzyme est tres efficace dans les environnements acides (pH 1-3). (BRENDA, 2022) et (Q.Luo,
Detal .,2018).

1.2.3. Structure générale :

La pepsine est une protéine poly tryptophane contenant cing résidus tryptophane
(Trp39, Trpl4l, Trpl81, Trpl90 et Trp300). Elle se compose de deux domaines d’homologie
structurelle : le domaine N-terminal (résidu 1e172) et le domaine C-terminal (résidu
173e326). Dans l'espace entre les domaines, il existe un site de liaison actif a la pepsine

auquel de nombreuses petites molécules peuvent se lier. Il est caractérisé par deux résidus
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catalytiques d'aspartate (Asp32 et Asp326). (Asp32 et Asp215), dont l'une doit étre protoneeet

I'autre déprotonée pour que la protéine soit active (Antonov et al., 1978).

La molécule de cette enzyme contient 327 résidus dans une chaine polypeptidique
(tableau 1),37 résidus a l'extrémité carboxyle (résidus 291-327) et trois liaisons disulfure
entre les résidus 45 et 50. Appariés ; 206 ; et 210 ; 250 et 283. Le seul résidu phosphoséryle
est en exposition 68 et le résidu histidyle en position 53. Il a été démontré que les deux résidus
arginyle pres de I'extrémité carboxyle et le seul résidu lysyle sont respectivement situés aux
numéros 308, 316 et 320(Tang et al., 1973).

Contrairement aux positions des résidus basiques, il y a un total de 44 résidus acides (y

compris la phosphosérine) présents dans toute la chaine polypeptidique.

Plusieurs résidus de la molécule de pepsine impliqués dans l'activité catalytique de
cette enzyme peuvent maintenant étre identifiés dans sa structure linéaire. Le résidu aspartyle
pour la réaction avec l'époxyde de type substrat 1,2-epoxy(p-nitrophénoxy)propane est situé
au residu 32. Il a éte suggeré que ce résidu est directement impliqué dans la catalyse de

digestion d'un carboxylate(Hartsuck, J et al.,1972).

Un autre résidu aspartyle de site actif qui réagit avec l'inactivateur diazoique se trouve
au résidu 215. Le résidu arginyle 316 est le site de la modification 2,3-butanedione. Ce résidu
semble étre situé prés du centre actif, bien qu'il ne soit pas directement impliqué dans la
catalyse. Le residu 4, estérifié avec du bromure de p-bromobenzoyle et considéré comme un

résidu aspartyle, ne peut pas étre localisé dans la séquence de la pepsine (Huang et al., 2021).

Tableau 01. Composition en acides aminés de la pepsine porcine basée sur la séquence d'acides

aminés (Tang et al. 1973)

Amino acid Residues per molecule
Lysine 1

Histidine 1

Arginine 2

Aspartic Acid 30

Asparagine 12

Threonine 27

Serine 43
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Phosphoserine 1
Glutamic Acid 13
Glutamine 13
Proline 15
Glycine 35
Alanine 16
Half —cystine 6
Valine 22
Methionine 4
Isoleucine 25
Leucine 27
Tyrosine 15
Phenylalanine 14
Tryptophan 5)
Total 327
Molecular weight 34,644

1.2.4. Activite catalytique :

La pepsine clive les liaisons entre deux acides aminés dans des chaines protéiques
(appelées liaisons peptidiques) (Kesckemétiet al.,2005), ou les acides aminés aromatiques
(Tyr, Trp, Phe) exercent leurs fonctions amines (Raisonnier, 2004). Lors du clivage de la
liaison peptidique, les deux acides aspartiques agissent a la fois comme donneurs et
accepteurs de protons(Dunn, 2002).L'activité de cette enzyme dépend de l'ionisation de l'un
de ces deux acides aspartiques, une liaison présente dans de nombreuses protéines
alimentaires différentes, démontrant le réle étendu de la pepsine dans I'industrie alimentaire
(Kesckeméti et al.,2005). Lorsque I'équilibre des facteurs agressifs et protecteurs dans la
mugueuse est perturbé, la pepsine peut endommager la muqueuse, entrainant des maladies

telles que des ulceres (jiet al.,2018).

1.2.5. Domaine d’utilisations :

La pepsine est I'une des enzymes industrielles les plus importantes, elle représente
environ 60% des enzymes présentes sur le marché(O.dheyauldeensalahldinet al., 2021). Cette
enzyme a des applications dans diverses industries, notamment le tannage du cuir, les

détergents, I’agrochimie, 1’alimentation et les industries médicales (A. Bougatefet al.,2008) .
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En outre, la pepsine est également largement utilisee dans la production de haute
capacité antioxydante(Y.-M. Wanget al.,2022) antihypertenseur(W.N. Baba et al.,2021),
antibactérien(S. Choyametal.,2021) et de nombreuses autres activités biologiques et propriétés
fonctionnelles (S.N. Mazloomiet al.,2021) et(C. Sosalagereet al., 2022).

Dans l'industrie alimentaire il est largement utilisé dans la production de la biere, la
clarification des jus et la fermentation des yaourts (W. Hartmeier et al., 1979), la coagulation
du lait pour la fabrication de fromage et d’autres aliments contenant des protéines du lait
(Meridor et Gedanken ,2014) et (Diallo et al.,2018).

Dans le domaine de la médecine, la pepsine extraite de I'estomac des animaux est
également utilisée pour traiter les patients atteints de maladies gastriques. Cependant, son
isolement et sa production permettant son application dans différents procédes, tels que les
applications medicales (ex. traitement de la dyspepsie)(K. Forssmann et al.,2017) et (K.-U.
Petersen ,2018).

Les tests de qualité alimentaire (ex. simulation de digestion). De nombreuses études

ont montré que la pepsine a de larges perspectives d'application dans la production
d'hydrolysats de protéines et la libération de peptides ( 1.J. Vervaekeet al.,1989) ef(C. Palma-
Albinoet al.,2021) .

Une diminution de l'allergénicité de certaines protéines est fréquemment observée
apres traitement par la pepsine , donc la pepsine joue un réle important dans la réduction du
risque d'allergie due aux séquences de protéines sensibilisantes atteignant la lumiere
intestinale(J. Zhang et al.,2020) et (O. Azdadet al.,2018) .

A cet égard, il a été observe que le traitement a la pepsine réduit I'hypersensibilité a
certaines protéines, qui est étroitement liée a I'une des fonctions de cette enzyme dans le

systeme digestif humain (J. Zhang et al.,2020) et (O. Azdadet al.,2018).

Cette enzyme est un déterminant majeur du reflux gastro-cesophagien (RGO).Elle a
été utilisée pour développer des tests diagnostiques simples et donnant des résultats rapides
(Johnston et al., 2018). Elle a également un réle physiopathologique dans I'nypertension et la
surexpression de la cathepsine D en tant qu'indicateur pronostique de l'agressivité de la
tumeur mammaire chez les patientes avec un diagnostic ganglionnaire négatif (Da Silva Gomes
etal ., 2002).
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1.3. Immobilisation de la pepsine

1.3.1. Définition

L'immobilisation d'enzyme implique I'incorporation d'une enzyme sur un substrat ou
support solide afin de savoir si l'enzyme conserve ses caractéristiques (son activité

enzymatique et sa stabilité) apres I'immobilisation.

Il est important que Le matériau utilisé comme matrice assure la circulation libre des
molécules et produits matriciels entre la matrice et la matrice du milieu réactionnel, mais la
matrice idéale devrait posséder les propriétés suivantes : stabilité, inertie de réaction et dureté

physique, qui la rendent quelque peu résistante (Sirisha, 2016).

Pour cela nous avons immobilisé la pepsine dans une matrice de silice synthétisée par

la méthode sol-gel.
1.3.2. Technique d’immobilisation :

De nombreuse méthodes d’immobilisations sont connues, dont les principales

sont :(Ozturk, 2001)

» Immobilisation par liaison
> Inclusion
> Réticulation

Voir figure 03

| | |

Adsorption Réticulation Inclusion
Adsorption  Liaison liaison Micro emprisonnement
Phsique Tonigues Covalentes encapsulation dans une matrice

Figure 03 : Technique d’immobilisation (Ozturk, 2001).
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Les Avantages et les inconvenients de sol-gel:

Parmi les avantages du procédé sol-gel (Aksas, 2011) :

v

Le procédé sol-gel permet I'élaboration de matériaux a température ambiante et
pression atmosphérique, ce qui offre des conditions idéales pour la
manipulation de biomolécules

Simplicité et répétabilité de production
Mise en ceuvre simplifiée, permettant la production directe de matériaux sous
les formes les plus diverses

Des matériaux sur mesure sont obtenus par des réactions de condensation
controlées, permettant une polymérisation directionnelle et une optimisation
des propriétés des matériaux en fonction de I'application envisagée

Le matériau produit est d'une grande pureté et d'une bonne homogeénéité

La porosité du matériau obtenu permet le dopage et I'inclusion de plusieurs

molécules.

Ces avantages font du sol-gel un procédé fréquemment utilisé cependant, il présente

des inconvénients (Aksas, 2011) :

v
v
v
v

Le cout élevé des précurseurs alcoxydes, leur disponibilité et leur toxicité

La dépendance de ce procedé des parametres environnementaux

La maitrise delicate du procédé et du temps de processus

La manipulation d’une quantité importante de solvants

12
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I1.1. Matiéres premieres :
IL.1.1. lait:
lait utilisé est du lait de vache récolté en mois juin de la région de Tazmalt (BEJAIA).
» Déefinition :

Le lait est une source importante de calcium et de protéines, riches en acides aminés

essentiels, tout particulierement en lysine qui est ’acide aminé de la croissance.

Ses lipides, caractérisés par une forte proportion d’acides gras a chaine courte, sont
beaucoup plus riches en acides gras saturés qu’en acides gras insaturés, Ils contiennent des
quantités de cholestérol et de vitamine A ainsi que de faibles quantités de vitamine D et E
(FAVIER, 1985).

Pour cela qu’il est reconnu comme un aliment bon pour la santé, il peut étre ajouté a

notre régime sous plusieurs formes (FRANWORTH et MAINVILLE ,2010).
La composition moyenne du lait de vache est représentée dans le tableau 02.

Tableau 02: Composition moyenne du lait de vache (g/l) (Mathieu, 1998).

Constituant du lait Teneur (g/l)
Constituant minéraux
Eau 902
Constituant salins minéraux 6,9
Gaz dissous 0,1

Constituant organique

Constituant salins organiques 1,7
Lactose 49
Matiére grasse 38

Protéines ou constituants azotés protéeiques

Caseine 32
Protéines dites solubles 26
constituants azotés non protéiques 6

Autres constituants 1,5
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I1.1.2 Pepsine :
I1.1.2.1. Extraction de la pepsine Ovine :

La matiére biologique utilisée dans cette étude, pour extraire la pepsine ovine est
constituée des caillettes d’ovins adultes, récupérées a I’état frais, au niveau de I’abattoir de
Bejaia. Ces derniéres sont ensuite lavées a 1’eau de robinet puis dégraissées, découpeées,
broyées a I’aide d’un mixeur, ils sont repartis en lots de 100g environ conditionnées dans des

sachets en plastique, puis congelées a -18 °C .

La décongélation se fait d’'une maniére progressive pour éviter les chocs thermiques a

des températures ambiantes.

Figure 04 : Image d’une caillette ovine (Agrouche kahina et Sehaki Kania)
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Procédé d’extraction : L'extraction de la pepsine a été réalisée selon le protocole d'extraction

proposé par BOHAK, (1970) ; les principales étapes sont présentées dans la Figure 03.

Caillette ovine

Nettoyage +broyage

Congélation du broyat a 18C°

Macération sous agitation 3h a température
ambiante

Filtration du broyat a I'aide d’un papier filtre

Addition de chlorure d’hydrogene(HCl) 3N

Clarification par centrifugation a 3200 g
pendant 30 minutes a 4°C °

Pepsine clarifiée pH=2

Addition de I’hydroxyde de sodium(NaOH) 3N

Conservation [congélation) A 18°C
Figure 05: les principales étapes d’extraction de la pepsine ovine (BOHAK, 1970).

Les caillettes sont hachées au hachoir ménager. Verser la caillette hachée dans la
solution saline de macération (30 g/l de NaCl et 7 g/l de NaHCO:s) a raison de 100 g de la
solution de macération. La caillette hachée nécessite 300 ml de la solution de macération
(VALLES et FURET), 1977 ; BENYAHIA-KRID et al, 2010 ; NOUANI et al, 2011). Apres

maceration pendant 3 heures sous agitation .

le pepsinogéne a été activé par acidification a pH = 2 a l'aide d'une solution HCI 3N.

Le mélange a été maintenu a température ambiante pendant 15 minutes,Ce qui favorise

15
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I'élimination ultérieure des mucus en provoquant leur floculation, ce qui favorisera la
clarification. Ce mélange, représentant l'extrait brut de pepsine ovine, a été filtré a travers une
gaze pour éliminer le retentét, et finalement le filtrat a été centrifugé a 3200 g pendant 30
minutes a 4°C dans une centrifugeuse. Le surnageant obtenu a été récupéré, représentant un
extrait enzymatique clarifié, puis ajusté a pH 6,4 avec une solution de NaOH 3N et conservé a
—18°C (congelé) jusqu'a utilisation. Le culot qui représente le mucilage et les débris des tissus

est éliminé.

Figure 06: Extrait enzymatique brute

I1.1.2.2. Caractérisation de I’extrait enzymatique :

I1.1.2.2.1. Teneur en protéines :

La teneur en protéines de I’extrait enzymatique brut est déterminée selon la méthode
classique de Bradford .Cette méthode est basée sur la réaction au réactif de Folin-Ciocalteu
ce dernier, a base de phosphomolybdates et de phosphotungstates, réagit avec les acides
aminees tyrosines et tryptophane et a moindre degré avec la cystéine et I’histidine pour
donner une coloration bleu caractéristique avec des maximum d’absorbance a 750 nm

(NOBLE et BAILY, 2009).
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e Reéactifs et solutions :
— Solution (A):1ml d’enzyme +9ml d’eau distillé.
— Solution (B):a partir de la solution A on prend 2ml +8ml d’eau distillé.
— Solution (C):on prend 1ml a partir de la solution B+9ml d’eau distillé.
e Protocole expérimental :
On pése 0.05g de BSA et on ajoute 25ml d’eau distillée (solution a 2mg/ml) stock

A partir de stock (solution a 2mg/ml) on prépare une solution a 0.02mg qu’on appelle
solution mere SM.

e Pour la solution mére on prend 0.3 ml de stock et on compléte & 30ml
e A partir de SM, on prépare les autres dilutions :
0.02(SM)=0.3ml de stock+29.7ml d’eau distillé
0.015=7.5ml (SM) +2.5ml d’eau distillé
0.01 =5ml(SM) + 5ml d’eau distillé
0.005 =2.5ml(SM) +7.5ml d’eau distillé
O(blanc) =0ml SM +eau distillé
11.1.2.2.2. Activité protéolytique :

Deux millilitres de la solution de caséine a 1% dans le tampon acétate de Na de pH =
5,2 sont additionnés a Iml de I’extrait enzymatique dilué. Le mélange réactionnel ainsi
préparé est incubé pendant 10 min a 35°C. Aprés incubation, la réaction enzymatique est
arrétée par addition de 5 ml de solution trichloracétique (TCA) a 19%.Aprés un temps de
repos de 15 minutes, les produits d’hydrolyse sont séparés par centrifugation a 6200g pendant
10 minutes. Le culot est éliminé et le surnagent est récupéeré afin d’estimer la quantité des

produits d’hydrolyse par la méthode de Lowry.
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Absorbancg.92

0.91 3

0.9 y=2,64x+0,859
R%=0,906
0.89

0.88

¢ ABSORBANCE
0.87 — Linear (ABSORBANCE)

0.86

0.85 ¢

0.84 [Concentration]
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025

Figure 07 : Courbe d’étalon obtenue avec BSA

11.1.2.2.3. L’activité coagulante :

Exprimée par la rapidité avec laquelle ’enzyme coagule le lait, elle est déterminée par
mesure du temps de floculation selon la méthode de BERRIDGE (LIBOUGA et al., 2006)
avec des modifications mineures. Le temps de floculation est I’intervalle de temps compris
entre I’addition de DI’extrait enzymatique et I’apparition des premiers flocons de caséines
visibles a I’ceil nu. L’unité d’activité coagulante (U.A.C.) ou I'unité présure est définit par la
quantité d’enzyme contenue dans Iml de la solution enzymatique qui peut coaguler 10 ml de
lait (substrat standard de Berridge : 12% p/v de lait écrémé en poudre dissout dans une
solution de CaCl2 0.01M) en 100 sec a 30°C (ALAIS, 1974 ; RAMET, 1997).

L’activité coagulante est calculée par la formule suivante :
A.C=10 xV/Tx V’

Ou : V : volume du lait ;

V’ 1 volume de I’extrait enzymatique ;

T : temps de floculation.
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= Protocole expérimental :

Le procédé consiste a ajouter 0,5ml d’extrais enzymatique a un volume de 5 ml de lait
de vache dans un tube a essai porté a 35°C dans un bain Marie , puis noter le temps de
floculation. Le tube immergé est maintenu incliné, de telle sorte que le niveau de 1’eau soit
au-dessus de celui du lait. II est réguliérement animé d’un mouvement rotatif autour de son
axe. Le lait forme ainsi un film mince et homogene. Au moment de la floculation, des petits

flocons apparaissent au sein de ce film : c’est le temps de floculation.
11.1.2.2.4. Force coagulante

L’activité coagulante peut étre également exprimée en force coagulante de Soxhlet
(TSOULL, 1979 ; NOUANI et al., 2009). Cette force coagulante définit le volume de lait
coagulé par unité de volume de I’extrait enzymatique ou d’une enzyme, en 40 minutes, a

35°C et pH 6,4 du substrat (lait). La force coagulante est exprimeée par la formule suivante :
F=2400xV/Txv

Ou :F : Force de I’enzyme (Soxhlet) ;

V : Volume du lait ajuste (pH : 6,4, T° :35°C) ;

v : Volume de la solution enzymatique ;

T: Temps de coagulation du lait (en secondes) ; Temps standard du test = 2400 secondes (40

min).

I1.1.2.2.5. Activité spécifique

L’activité spécifique est exprimée par le rapport entre I’activité coagulante de I’extrait
enzymatique et le taux de protéines de cet extrait. Ce rapport nous renseigne sur le niveau de

pureté de la solution recherchée (NOUANI et al.,2009).
11.1.2.3. Détermination des conditions optimales d’activité de I’extrait enzymatique
» pH optimal :

Le pH a une forte influence sur I’activité enzymatique et par conséquent sur le temps
de floculation du lait (RAMET, 1997 ; HUPPERTZ et al., 2006). Pour étudier I’effet du pH sur
I’activité coagulante de I’extrait enzymatique, le pH du lait (substrat de Berridge) est ajusté

aux valeurs suivantes: 5;5,5; 6 ;6,5 ; 7,0 par addition d’une solution d’HCI ou de NaOH IN.
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Le choix de cet intervalle de pH est basé sur le fait qu’a des valeurs de pH inférieures a 5 la
coagulation peut devenir une coagulation acide. L’augmentation du pH a des valeurs
supérieures a 7,0 peut provoquer I’inactivation de la protéase employée. L’ activité coagulante
est mesurée pour chaque valeur matériel et méthodes 32 de pH en U.A.C. /ml. La valeur de

chaque activité coagulante correspond a la moyenne de trois essais.
» Température optimale :

L’influence de la température d’incubation du lait sur ’activité coagulante de I’extrait
enzymatique est déterminée dans un intervalle de température allant de 30 a 80 °C en fixant la
température aux valeurs suivantes : 30 ; 35 ;40 ;45 ;50 ;55 ;60 ; 65 ; 70, 75, 80. Le choix de
ces températures est justifié par le fait que la coagulation du lait s’effectue a des températures
supérieures a 30°C, mais a partir de 70°C D’extrait enzymatique risque d’€tre inactivé
(RAMET, 1985). Pour les extraits d’origine vegétale, cette tempeérature est insuffisante pour
les inactiver (thermorésistantes) ce qui nous a poussé a utiliser des températures plus élevées

pour déterminer 1I’optimum d’activité.
I1.2. Immobilisation de I’enzyme :

I1.2.1. Produits chimiques :

Agent de condensation: acide hydrochlorique (HCI) (SIGMA-ALDRICH) a 37%,

d=1,2g/ml, incolore.

Solvant : éthanol absolu (C:He) (SIGMA-ALDRICH) a 99,8%, incolore et d’odeur

caractéristique.

Précurseur : Tétra-éthyle- ortho-silicate (TEOS)(SIGMA-ALDRICH) a99%et d :0,933%,

incolore, d’odeur caractéristique et de formule chimique Si CgH2004
I1.2.2. Elaboration de I’échantillon
I1.2.2.1. Préparation de gel silice :

L’originalité de cette étude réside dans le procédé d’élaboration de la matrice ainsi que
I’effet de la méthode d’immobilisation sur I’activité de notre enzyme, tous les verres utilisés
comme supports d’immobilisation ont été synthétisés par sol-gel ayant le TEOS pour

précurseur, et la pepsine a ét¢ immobilisée par méthode d’inclusion.
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La préparation de gel de silice a été réalisée comme suit :

= Dans un bécher en verre, on ajoute 8ml de TEOS a 5.1ml d’éthanol absolue et on

couvre le bécher de film alimentaire et on met sous agitation 10 min.

= On ouvre légérement le film alimentaire et on ajoute 0.8 de I’extrait enzymatique, puis

on renferme et on laisse agir pendant encore 10min.
* Onajoute0.8 d’HCIl et on verse le mélange rapidement dans une boite pétri propre.
= On ferme la boite et la met dans un endroit stable pour la gélification.
I1.2.3. Immobilisation de I’enzyme non active :

L’immobilisation effectuée de Protocol précedent avec I’ajout de I’enzyme non active

c’est a dire lors de I’extraction de cette enzyme, il n’a pas été activé par HCL.

Pour cela Nous avons pris le disque obtenue par Protocol précédent d’immobilisation

et nous I’avons mis dans Sml du lait. La température d’incubation est fixée a 35 °C.
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Chapitre III Résultats et discussion

II1.1. Caractéristiques des extraits enzymatiques:

L’extraction de la pepsine est effectuée par centrifugation (3200g pendant 30 min a
4°C).
II1.1.1. Rendement de I’extraction :

Le diagramme de base appliqué pour I’extraction de la pepsine ovine consiste,
essentiellement a une macération de fragments des caillettes dans une solution saline.
L’extrait brut obtenu apres filtration sur gaze du macéras est clarifié par centrifugation. Le

pepsinogéne contenu dans I’extrait brut est préalablement activé en pepsine. Le tableau 03

donne les caractéristiques des extraits bruts et clarifiés obtenus a partir de 100 g :

Tableau 03 : Principales caractéristiques de I’enzyme extraite.

Caractéristiques Pepsine
Taux de protéine (mg/ml) 51mg/mi
Activité coagulante (UAC) (UP) 1.8UP
force coagulante 452,831
Activité spécifique UP/mg 0,035 UP/mg
Couleur Marron clair
Texture Liquide

Le rendement d’extraction exprimé en unité d’activité coagulante par 100g de caillette
est égal & 504, ce rendement correspond a I’activité enzymatique du volume total de I’extrait
obtenu dans 300ml de solution d’extraction.

L’extrait clarifié de pepsine obtenu selon le protocole de Bohak, (1970) est une solution
liguide de couleur marron clair, ce résultat est comparable a celui rapporté par AZZOUZI

Roumaissa et YAGHLA Besma, (2020) .Caractérisé par une teneur en protéine de 51mg/ml.
II1.1.2. Détermination de I’activité coagulante de I’extrait enzymatique:

L’activité coagulante de I’extrait enzymatique brut des caillettes ovines est de 1.8UAC
Cette valeur est forte, comparativement a celle trouvée par Hamzioui et Bariz (2008), qui est
de 0.0008, ainsi que celle obtenue par Outaleb (2006) et Benaicha et Sahi (2009), qui est de
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0.0008,Belhamich (2005) au cours d’une étude réalisée sur 1’extraction la purification et la
caracterisation de la coagulase de Mucor Pusillus a obtenu une force de coagulation de 0.0008
Les travaux réalisés par Salmani (2003), montrent que I’activité coagulante et le rendement
d’extraction varient relativement, de maniére proportionnelle avec la quantité des caillettes
mise en ceuvre. En effet, une augmentation du poids des caillettes entraine une augmentation
de Pactivité coagulante, et une diminution du rendement d’extraction. Cependant, selon le
méme auteur, au-dela de 80 g de caillette mise en ceuvre, la variation de ’activité coagulante

et du rendement d’extraction est relativement faible.
II1.1.3. Dosage des protéines totales :

Le dosage des protéines totales de I’extrait enzymatique est effectu¢ par la méthode de
Bradford(1976). La concentration en proteines totale obtenu est de 51 mg/ml, cette valeur
est supérieur a celle de Benaicha et Sahi (2009), qui était de 2,16 mg /ml, ainsi que la valeur
obtenue par Lafri et Mihoubi (2008) pour le poulet qui etait de 6,9mg/ml et Belhamiche
(2005) a obtenu un taux de 2,47 mg/ml de protéines pour I’extrait coagulant de Mucor

pusillus.

Dans le but de déterminer les conditions physico-chimiques optimales pour 1’action de
I’extrait de la pepsine, nous avons essayé de voir I’'influence de certains parametres sur leur

activité coagulante par comparaison aux résultats obtenus :
I11.2. Conditions optimales de coagulation :

Plusieurs facteurs influent sur la coagulation tels que la concentration en enzymes, le
pH du lait, la teneur en calcium, et la température (Jeantet et al. 2008).

Dans le but de déterminer les conditions physico-chimiques optimales pour 1’action de
pepsine (poulet, ovine), nous avons essayé¢ de voir I’influence de certains paramétres sur leur
activité coagulante par comparaison entre les deux (nous avons comparé avec les résultats de
I’effet de Ph et température du lait sur I’activité coagulante obtenu par Monsieur SIAR EL-

Hocine)
II1.2.1. Influence du pH du lait sur P’activité coagulante :

Evolution de l'activité coagulante de la coagulase obtenue en fonction du pH du lait a

été établie dans l'intervalle de 5 a 7. La température d’incubation est fixée a 35 °C
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Le pH optimal de coagulation du lait est déterminé par observation du temps de
floculation le plus court. La figure n°08 donne I’évolution de I’activité coagulante de ’extrait

enzymatique de la pepsine ovine étudié en fonction de pH du lait.
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Figure 08 : Effet du pH du lait sur I’activité coagulante de la pepsine ovine.

Les résultats présentés par la figure n°05 indiquent :

e la diminution de I’activité coagulante de la solution enzymatique avec 1’augmentation
de pH jusqu'a une presque inactivation a pH 7. Sachant que le temps de coagulation
I’optimum d’activité a été observé a pH 5,5 ces résultats concorde avec ceux trouvés
par Monsieur Siar(2013).

A pH 7, I’activité coagulante des deux enzymes n’est pas complétement inhibée ils

montrent encore une faible activité coagulante.

Gherian et al. (1995), ont rapporté que l'acidification du lait favorisait la réaction
d'agrégation et réduisait la stabilité des micelles par la suite, ce qui était associé a la

neutralisation des charges négatives et a la libération d'ions calcium.

Contrairement aux résultats trouvés par Alias (2003) qui rapporte que la pepsine ne coagule

plus le lait au -dessus de pH 6,7et la chymosine qui reste active vers pH 7,5.

Nos résultats sont cohérents avec ceux de Slamani (2003) et Outaleb (2006), qui dans

leur étude de la pepsine ovine ont montré que le temps de coagulation était plus court a pH
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5,5, et Benaicha et Sahi (2009) ont montré que le temps le plus court dans leur étude au cours
de la méme période le pH était de 5,2.

D’aprés ces résultats nous constatons que le pH joue un role trés important dans la
coagulation de lait. En effet, ’extrait étudié montre un caractere acide (I’optimum d’activité a

pH 5,5).

II1.2.2. Influence de la température du lait sur I’activité coagulante :

L’effet de la température du lait sur ’activité coagulante des extraits enzymatiques est

déterminé par la mesure de Iactivité coagulante a différentes températures d’incubation (de
30480 °C).

La figure 09 : montre 1’évolution de I’activité coagulante de 1’extrait de la pepsine ovine.
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Figure 09 : Effet de la température du lait sur I’activité coagulante de la pepsine ovine.

Les résultats indiquent que l’activité coagulante augmente progressivement avec la
température jusqu'a atteindre un maximum a 50°C. L’activit¢é coagulante diminue
sensiblement a des températures supéricures a I’optimum enregistré, pour cela au-dela de
50°C on note une baisse de I’activité coagulante jusqu'a 60°C ou on observe une perte totale

de l’activité qui serait la conséquence d’une dénaturation compléte de I’enzyme.

L’augmentation de [’activité coagulante est due a l’accélération de la réaction
enzymatique par hydrolyse de la caséine k. Selon ADOUI (2007), la pepsine est inactivée aux

températures dépassant 65°C.
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D’apreés les résultats de Slamani (2003) et Outaleb (2006), I’activité optimale d’un
extrait enzymatique purifié de la pepsine ovine est de 50°C avec une inactivation compléte a

60°C, ce qui confirme nos resultats.

Morsli (1996), a motionné une activité maximale a 40°C pour un extrait coagulant de la
pepsine du poulet.
L’évolution observée de I’activité enzymatique en fonction de la température résulte
donc de deux phénomenes :
= L’activation thermique de la réaction hydrolyse

= La dénaturation thermique de I’enzyme
II1.3. Immobilisation de la pepsine

Pour étudier I’influence de I’immobilisation sur I’activité coagulante de la pepsine
active et non active ont été immobilisées et traitées a température ambiante, ’activité

coagulante de ces deux enzymes a été mesurée.

Les résultats obtenus sont montrés dans Tableau 04 et la silice obtenue apres

immobilisation des deux enzymes est montré dans la figure 10 et figure 11.

Tableau 04: résultats obtenus lors de I’'immobilisation

Enzyme Active Non active
Activité coagulante en _ _
5min et 59secondes 3min et 13secondes
seconde
Activité coagulante en UP 0,17 0, 32
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Figure 10 : représente la silice obtenue par I’immobilisation de la pepsine active

Figure 11 : représente la silice obtenue par I’immobilisation de la pepsine non active

Avant immobilisation [D’activité coagulante de [Dextrait enzymatique active
(pepsinogene) a été maximale (100%) avec une valeur de 1.8UP, aprés immobilisation elle a

diminué progressivement jusqu’ a (10%) avec une valeur de 0.17UP, donc I’enzyme a perdu

90% de son activité.
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Contrairement & I’activité coagulante de I’extrait enzymatique a 1’état libre (non
active) a 0% de I’activité coagulante car il n’a pas été activé par HCI, apres immobilisation

’activité coagulante elle a augmenté jusqu’a 17%.

Par une simple comparaison entre la pepsine immobilisée non active et 1’extrait
enzymatique active (pepsinogene) avant son immobilisation, on remarque que I’activité
coagulante de la pepsine non active est proche a celle de I’extrait enzymatique active
(pepsinogéne), donc I’'immobilisation nous permet d’avoir les mémes résultats que I’enzyme

active.

L’amélioration de I’activité enzymatique apres immobilisation due a la présence HCI

dans le sol-gel.
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Conclusion

Notre travail a porté I’extraction de la pepsine a partir de la caillette ovine dans le but
d’étudier les caractérisations de cet extrait et ces propriétés coagulantes et protéolytique et

tester la possibilité de son activité coagulante.

Notre approche comporte deux aspects, le premier est la récupération de la matiére
premiere qui contient le systéme enzymatique recherché, le second est la caractérisation de
I'extrait, notamment sa teneur en protéines, son activité protéolytique et activité coagulante, sa

force coagulante et les conditions optimales (température, pH).

Nos analyses bibliographiques des différents résultats nous a permet de savoir son
activité protéolytique signifiante et considérable, nous a confirmé que la pepsine ovine qui a
été obtenues par macération des caillette ovin coagule le lait & une température de 50C° et a
PH 5.5 et elle est caractérisé par une force coagulante de ’ordre de 452.831 et une activité

coagulant de 1.8 UP.

Pour conclure, on peut dire que les resultats obtenus semblent intéressants d’autant
qu’ils montrent la possibilité d’obtention d’extrait enzymatique capables de remplacer la

présure dans I’industrie fromaggére.

La pepsine a été immobilisée sur la silice élaborée par le procédé sol-gel par technique
d’inclusion pour vérifier la possibilité de son immobilisation, des travaux expérimentaux au

sein de notre laboratoire ont été effectués.

Sur la base des résultats obtenus on conclue que la possibilité d’immobilisé la pepsine

due au procédé sol-gel qui lui conféré une activité enzymatique stable.
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Résumé:

La pepsine est l'une des enzymes industrielle les plus importantes, notamment dans
I’industrie fromageére due a son activité coagulante.

Afin de découvrir ses caractéristiques et tester son activité coagulante nous avons

procédé a extraire cette enzyme a partir des caillettes ovine, aprés extraction les conditions
optimales d’activité de la coagulase ont été déterminés (T° : 50°, Ph5.5).

L’extrait enzymatique présente une stabilité a des températures inférieure a 50°, dans
I’intervalle de Ph comprise entre 3 et 5.5, et conserve son activité au d’un stockage a basse
température (-18°C).

Dans ce travail on a étudié la possibilité d’immobiliser la pepsine dans une matrice de
silice élaborée par le procédé sol gel par la technique d’inclusion .Les résultats de I’activité
coagulante de la pepsine immobilisée a I’état libre ont démontré que son activité a été
amélioré apres immobilisation avec un pourcentage de 17%,contrairement a I’activité de
I’extrait enzymatique active qui a perdu 90% de son activité apres immobilisation.

Abstract

Pepsin is one of the most important industrial enzymes, especially in the cheese
industry due to its coagulant activity.

In order to discover its characteristics and test its coagulant activity, we proceeded to
extract this enzyme from ovine abomasum, after extraction the optimal conditions for
coagulase activity were determined (T°: 50°, Ph5.5).

The enzymatic extract has stability at temperatures below 50°,in the pH range between 3 and
5.5, and retains its activity in storage at low temperature (-18°C).

In this work, we studied the possibility of immobilizing pepsin in a silica matrix
produced by the sol gel process by the inclusion technique. The results of the coagulant
activity of pepsin immobilized in the free state demonstrated that its activity was improved
after immobilization with a percentage of 17%, unlike the activity of the active enzymatic
extract which lost 90% of its activity after immobilization.
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